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RESUME

Le naphtaléne, polluant organique fortement détecté dans les eaux marines vu sa
large utilisation et ses propriétés (solubilité, coefficient de partage octanol/ eau
Kow ) présente un risque sanitaire par sa consommation directe ou par la chaine
trophique (bioaccumulation), il est classé comme une substance toxique et
mutagéne. A cet effet, la présente étude traite une voie d’élimination microbienne
en utilisant une souche K1C a fort potentiel de dégradation, elle est isolée a partir
d’un sol de Hassi Messaoud anciennement contaminé par le pétrole brut.

Les résultats préliminaires obtenus ont révélé I'utilisation du naphtaléne par cette
souche comme seule source de carbone et d’énergie avec une concentration de
0.5 g I'" au bout d’une semaine d’'incubation. En outre, la culture bactérienne tolére
des concentrations supérieures a 3 g 1.

Par ailleurs, les conditions optimales d’'une bonne dégradation du naphtaléne
sont: pH 7, 2% de la salinité et 5% d’inocula tandis que la présence d’une
deuxieme source de carbone ralentie la cinétique de la dégradation. Par contre,
I'ajout de Tween 80 inhibe la dégradation comparativement aux d’autres tensio-
actifs (SDS, CTAB).

La souche K1C dégrade le naphtalene par des enzymes extracellulaire et le test
d’émulsification montre que la bactérie produit un biosurfactant.

Les analyses par FTIR ainsi que le suivi du changement du pH de milieu de
culture montrent que le mécanisme de dégradation du naphtaléne ressemble au
ceux trouveés par plusieurs auteurs en produisant I'acide salicylique et le catéchol
qui ont été proposés comme métabolites de ce type de dégradation.

Mots clés: Biodégradation — Hydrocarbures aromatiques polycycliques —
Naphtaléne — Souches bactériennes — Dépollution.

ABSTRACT

Naphthalene, organic pollutant responded in marine waters having regard to its
widespread use and its properties (Solubility, Kow), presents a health risk by its
direct consumption or through the trophic chain (Bioaccumulation), it is classified
as a toxic and mutagenic substance. To this end, this study treat elimination using
microbial K1C a strain with high potential for degradation, it is isolated from Hassi
Messaoud soil previously contaminated by crude oil. Preliminary results showed
the use of naphthalene by this strain as the only source of carbon and energy with
a concentration of 0.5 g I-1 after one week of incubation. In addition, bacterial
culture tolerates concentrations above 3 g I-1.

Moreover, the optimal conditions for good degradation of naphthalene are pH = 7,
salinity of 2% and 5 % inoculation while the presence of a second source of
carbon slowed the kinetics of degradation. For cons, the addition of Tween 80
inhibits degradation compared to other surfactants (SDS, CTAB).

K1C strain degrades naphthalene by enzymes extracellular and the test shows
that the emulsification bacterium produces a biosurfactant.

FTIR analysis and pH monitoring of culture medium show that the mechanism
degradation of naphthalene is the same as those found by several authors i~
producing salicylic acid and catechol that have been proposed as metabolites u:
this type of degradation.

Keywords: Biodegradation - Aromatic Hydrocarbons polycyclic — naphthalene-

Bacterial Strains - Depollution.
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INTRODUCTION

La pollution de I'environnement par les hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP) représente un défi majeur auquel doivent inéluctablement faire face les
scientifiques et les gestionnaires de I'’environnement [1]. Le naphtaléne (le premier
des HAP) identifié comme substance dangereuse prioritaire. Il est composé de
deux cycles benzénique et généralement utilisé comme modéle représentatif des
HAP. Il présente la plus forte solubilité dans I'eau ce qui favorise la contamination
des eaux souterraines par ce dernier. |l est frequemment détecté dans les sols et
les milieux aquatiques [2]. Compte tenu de sa structure chimique, le naphtaléne
est réputé trés stable et donc sa élimination pose des problémes, les voies
chimiques et physiques restent trés limités du fait de leur colt ou de leur impact
sur l'environnement. Par voie de conséquence, les recherches actuelles
s’orienteront vers I'élimination des HAP par les bioprocédés d’ou l'intérét de ces
nouvelles technique réside surtout dans son aspect non polluant, et 'absence de

sous produits chimiques [3].

La biodégradation du naphtaléne par les bactéries est largement étudiée, de
nombreuses espéces sont connues comme étant des excellentes utilisatrices du
naphtaléene comme seule source de carbone et d'énergie (Pseudomonas,
Sphingomonas, Alcaligenes, Comamonas , Rhodococcus,....) [4]. Cependant,
malgré que les conditions de milieu (tels que la température et la salinité, la
présence d’'une autre source de carbone, la concentration du naphtaléne et sa
biodisponibilité) sont des facteurs trés importants qui peuvent affecter la
biodégradation aérobie du naphtaléne, leurs effets sont souvent étudiés
séparément, et donc trés peu d’études ayant traitées la méme souche bactérienne
en présence du méme substrat dans plusieurs conditions [5]. Ainsi, les
mécanismes de dégradation du naphtaléne et l'identification de ses métabolites
sont bien établis pour les souches mésophiles, sont méconnus pour les souches

thermophiles qui dépendent surtout de I'espéce utilisée [6].
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L’objet de ce présent travail est d’étudier la biodégradation du naphtaléne par une
souche bactérienne thermophile isolé a partir d’'un sol contaminé par le pétrole
dans la région du Hassi Messaoud. Cette souche, parmi d’autres, ayant déja
montrés des aptitudes a dégrader le pétrole, le benzéne et le phénol. Les facteurs
physico-chimiques (température, pH et salinité) et les parametres de culture
(concentration du naphtaléne, volume d’inocula, ajout de surfactant et présence
d’autres substrats) seront optimisés pour mieux maitriser la performance

bactérienne en milieu pauvre en carbone et I'azote (PCN).

Ce manuscrit s’articule autour de trois parties :

= La premiére partie est une recherche bibliographique permettant de
consolider les connaissances de bases et le contexte de I'étude. A cet effet,
de nombreux points de la thématique des hydrocarbures aromatiques
polycycliques en particulier le naphtaléne, propriétés et toxicité, les
techniques d’élimination et plus précisément le processus de sa
biodégradation dans des conditions bien déterminées et les mécanismes
proposés ainsi que les facteurs qui affectent sa biodégradation ont été
abordés.

= Seront présentés dans la deuxiéme partie du mémoire les principaux
matériels et méthodes utilisés pour concrétiser I'expérimentation.

= La troisieme partie présentera les résultats obtenus ainsi que les
interprétations et discussions par rapport aux travaux réalisés dans le

domaine.

Enfin, en guise de conclusion générale nous proposerons une synthése des
résultats obtenus, et dégagerons les perspectives de la poursuite de ce travail de

recherche.
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CHAPITRE 1
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Généralités sur les HAP :

Le développement industriel, l'urbanisation, I'agriculture et autres activités
humaines ont conduit a I'aggravation des problémes de la pollution et par voie de
conséquence il existe aujourd'hui de nombreux contaminants anthropogéne dans
I'air, le sol et les systémes aquatiques qui sont toxiques et présentent une menace
substantive pour la santé humaine et la qualité environnementale.

AEE et EPA ont classé les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)
comme polluants prioritaires a cause de leur caractére cancérigéne et mutagene
(Tableau1) [7].

Tableau 1 : Polluants chimiques prioritaires selon EPA [7]

Familles chimiques Exemples
Hydrocarbures aliphatiques halogénés Solvants chlorés
Hydrocarbures mono-aromatiques BTX (benzéne, toluéne, xylénes)
Dérivés aromatiques chlorés Chlorobenzénes, nitrobenzenes
Hydrocarbures poly-aromatiques Naphtaléne, phénanthréne
Phénols et dérivés Chlorophénols, nitrophénols
Organochlorés Insecticides chlorés, PCB
Ethers halogénés Ethers halogénés aliphatiques
Esters phthaléiques Phthalates
amines nitrosamines

Les HAP se trouvent dans les trois compartiments de I'ensemble des
écosystemes. La pollution par les hydrocarbures et les dérivés pétroliers est une
chose trés courante le long du littoral algérien, compte tenu des voies du trafic
maritime pétrolier passent prés de la cdte algérienne. Environs de 150 millions de
tonnes d’hydrocarbures y sont transportés chaque année (sur les 500 millions de
tonnes/an d’hydrocarbures transportées au total en mer Méditerranée), ce qui
correspond au transit de 1800 pétroliers par an. En outre, plus de 50 millions de
tonnes d’hydrocarbures empruntent chaque année les terminaux pétroliers des
principaux ports algériens, avec d’'importantes fuites d’exploitation en mer (10000

tonnes/an).[8] Les opérations de déballastage sont également responsables du
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déversement de quelque 12000 tonnes supplémentaires d’hydrocarbures par an
dans les eaux cétiéres du fait que les installations de réception disponibles ne
peuvent pas répondre aux quantités de ballast. De plus, une pollution par les
hydrocarbures est imputable aux rejets d’eaux usées industrielles et urbaines, de
boues toxiques provenant de raffineries de pétrole a Alger, Oran et Skikda et de la
production de gaz naturel. En raison de la présence d’activités pétrolieres en
Algérie, les sédiments portuaires et cotiers présentent de fortes concentrations en

hydrocarbures pétroliers totaux ainsi qu’en HAP (Tableau 2).

Tableau 2 : Concentrations d’hydrocarbures pétroliers totaux (HPT) dans les sédiments
portuaires en Algérie [8].

PORTS HPT EN MG/KG P.S.
Oran 1500 - 17000
Arzew 930 - 8600
Béthioua 670 - 940
Mostaganem 1600 - 8800
Ténes 680 - 990
Alger 1900 - 31000
Bejaia 140 - 260
Jijel 180 - 430
Ancien port de Skikda 450 - 2000
Annaba 130 - 6200

Les HAP sont définis comme étant des composés aromatiques hétérocycliques
constitués d’atomes de carbones et d’hydrogenes. lls possédent des noyaux
aromatiques accolés (2 a 10), ils different par le nombre de noyaux accolés ainsi
que par leur agencement. Ce sont des molécules planes dont la structure se
rapproche de celle en feuillet du graphite pour les hauts poids moléculaires, la
condensation de plusieurs cycles benzéniques implique qu'il existe une liaison
commune entre chaque cycle et que le rapport H/C de la molécule diminue avec le
poids moléculaire [9,10]. Les structures de 16 HAP considérés comme polluants
prioritaires par I'agence américaine de la protection de I'environnement (EPA) sont

présentés dans la figure 1.
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Les HAP sont classés en deux groupes selon le nombre de cycles benzéniques

qui les composent :

= Les HAP légers (2 a 3 cycles).

= Les HAP lourds (4 cycles ou plus).

Parmi ces composés, le naphtaléne (premier des HAP) est composé de deux

cycles benzénique, il est identifie comme substance dangereuse prioritaire. |l est

généralement utilisé comme modéle représentatif des HAP [11].
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1.2 Le naphtaléne

1.2.1 Identification et propriétés :

Le naphtaléne est I'un des hydrocarbures aromatiques polycycliques les plus
retrouvés dans I'environnement, il est composé de deux cycles accolés de
benzéne, sa formule brute est C1oHs, il se trouve sous forme solide cristallisé dans
les conditions ambiantes habituelles, cristaux lamellaires brillants de couleur
blanche et une odeur caractéristique qui est pergue par I'odorat humain a partir de
0.04 ppm. Il est connu aussi sous les noms suivants : camphre de goudron,
naphtaline et naphténe [12]. Comme tous les HAP, le naphtaléne se caractérise
par un point de fusion et d'ébullition élevé, une faible solubilité dans I'eau, mais il
est soluble dans les solvants organiques comme I'éthanol, éther, benzene, acide
acétique, et méme dans les huiles. Le tableau 3 ci-dessous regroupe ses

caractéristiques principales.

Tableau 3 : Propriétés physico-chimiques du naphtaléne.

Parametre Valeurs
Facteur de conversion (a 20°C) 1ppm =5.24 mg/m®; 1 mg/m>=0.191 pp
Masse molaire (g/mol) 128.2
Point d'ébullition (°C) 218
Point de fusion °C 80
Masse volumique g/cm® 1.16
Solubilité (mg/l) dans l'eau 31.8 a 25°C;

30-34a20-25°C

Coefficient de partage octanol/eau 3.37

Le naphtaléne est I'hydrocarbure le plus volatil, il posséde le coefficient de partage
K octanoiiwater 1€ plus bas (3.37). En effet, la biodégradabilité est fonction de ce
coefficient de partage (Log Kow) : plus il est important et moins le composé sera
biodégradable et donc le naphtalene est peu persistant a l'inverse des autres
composés de poids moléculaires élevés qui sont trés persistants et par

conséquent bioaccumulables [13, 4].

1.2.2 Production du naphtaléne :

Le naphtaléne est un constituant du goudron de houille (11 %) et du pétrole brut

(1,3 %). Il peut donc étre obtenu a partir de ces deux produits par distillation
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fractionnée [14]. Depuis 1960, la production a partir du pétrole par désalkylation
des méthylnaphtalénes en présence d’hydrogéne a haute température et a haute
pression est devenue également un procédé de production industriel. Ce mode de
production permet d’obtenir du naphtaléne pur & 99 %. Aux Etats-Unis, la plus
grande partie du naphtaléne est obtenue a partir de pétrole [15]. En Europe,
plusieurs entreprises produisent du naphtaléne, pour un total d’environ 200 k

tonnes par an d’'ou 25 % de cette production est exportée.
1.2.3 Utilisation :

Au début du XXéme siécle, le naphtaléne était utilisé en médecine comme
antiseptique, expectorant et antiparasites (helminthes). Il était couramment
administré pour des maladies gastro-intestinales et, en application cutanée, pour
des problémes de peau [14]. Le naphtaléne dans ses différentes qualités constitue
'une des matieres premiéres pour la fabrication et production de divers produits

de chimie organique [12,16] :

= fabrication d’anhydride phtalique ;

= production de naphtaléne sulfonate ;

= créosotes (et sels) (diluant des produits de protection du bois).

» insecticide et fongicide, notamment répulsif pour les mites (boules de
naphtaline) ;

= produits destinés au tannage du cuir.

= plastifiants, teintures, résines ;

= produits pharmaceutiques, désinfectants ;

= colorants, parfums

1.2.4 Rejet de naphtaléne dans I’environnement :

Environ 89% du naphtaléne présent dans I'environnement provient de
combustions incomplétes (pyrolyse), principalement du chauffage domestique au
bois, et de la sublimation du naphtaléne utilisé comme répulsif pour les mites.
Environ 10% des rejets dans I'environnement sont attribuables a la distillation du
charbon tandis que les pertes liées a la production de naphtaléne représentent
moins de 1% [12]. Malgré que la presque totalité du naphtaléne libérée (89%) se
disperse dans l'air, des quantités non négligeables se retrouvent aprés dans les
sols et les sédiments [17]. Le tableau 4 montre les concentrations du naphtaléne

dans les différents milieux naturels. Bien que le naphtaléne et les autres HAP se
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retrouvent principalement dans les eaux de traitement des résidus pétroliers, leur

présence dans les ERU (eau résiduaire urbaine) peut étre importante. [18]

Tableau 4 : Dispersion du naphtaléne dans les milieux naturels.

Milieux Concentrations
Air <1ugm?
Eau de mer 10ng L™
Sols 2 pg kg
Sédiments 2 ug kg™

1.2.5 Cycle de vie du naphtaléne :

Le destin du naphtaléne dans I'environnement est principalement commandé
comme tous les HAP par leurs propriétés physico- chimiques, la compréhension
de leur transport, division et transformation dans I'environnement est d'une
importance fondamentale. D'aprés Chevreuil et al, dés I'émission dans
I'atmospheére, les HAP se distribuent entre les phases gazeuses et particulaires, ils
sont soumis a divers processus de transformation tels que des réactions
d'oxydation ou de photolyse et de transfert et d'élimination par l'intermédiaire des
pates secs et humides. Une fois déposés ils peuvent étre réactivés et transportés
par les masses d'air sur longues distances et se retrouver dans des sites éloignés.
Le transport atmosphérique constitue donc une source importante d'apport des
HAP aux écosystémes [18]. Bien que les réglementations imposent des faibles
concentrations de I'ensemble des HAP dans les eaux urbaines ou industriels, il
subsiste des pollutions ponctuelles et diffuses importantes, a cela s’ajoutent les
pollutions accidentelles tels que le diversement des produits lors d'accidents
routier, le mauvais stockage de produits chimiques solubles sans oublier les
pollutions par négligence (huile de vidange, batteries) qui peuvent étre
quantitativement considérables [2]. La figure 2 résume les phénoménes bio-
physico-chimiques influengcant le devenir de naphtaléne dans les différents

compartiments de I'environnement.
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Figure 2. Les phénoménes bio-physico-chimiques influencant le devenir de naphtaléne dans
I’environnement

De plus le naphtaléne est particulierement mobile dans le sol lixiviable et
relativement soluble dans l'eau, ce qui favorise la contamination des nappes

phréatique et les barrages.
1.2.6 Toxicité :

Le naphtaléne est répartie de fagon ubiquitaire dans I'environnement, et malgré
qu’il se trouve a des doses relativement faibles, son caractéere hydrophobe
entraine sa bioconcentration dans la chaine alimentaire, des études ont montré
que le naphtaléne est bioaccumulable chez plusieurs espéces de poissons
(Cyprinus carapia, pimephales promelas) moules (mytilus edulis) et huitres (ostrea
edulis), il semble pouvoir étre absorbé par les racines et les feuilles des plantes
[19,20]. Le naphtalene a été examiné et n’a pas été classé en tant que substance
génotoxique aprés son examen par I'Union Européenne. Cependant, il a été
reconnu comme substance dangereuse prioritaire par la communauté
européenne. Les personnes travaillant dans I'industrie du bois, dans des locaux
confinés contenant des fourneaux ou utilisant du goudron ou de I'asphalte
présentent un risque accru de cancer des poumons, de I'cesophage et de la peau
[21]. Pour le naphtaléne, la valeur limite moyenne d’exposition indicative fixée par
le Ministére du Travail en France est de 50 mg/m® dair [22]. Des doses
importantes de ce dernier peuvent provoquer des troubles digestifs, des troubles

de la conscience qui peut conduire a un coma convulsif. Des anémies
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hémolytiques ont été identifiées chez des enfants dont les méres avaient inhalé du
naphtaléne pendant leur grossesse. L'ingestion accidentelle de 5 grammes
d’antimite par un enfant a provoqué sa mort. Les études chez I'animal ont montré
que l'ingestion de naphtalene pouvait étre létale chez les souris, les rats et les
lapins. Ainsi la Dose Létale 50 (DL50) est de 533 mg.kg™ chez les souris males,
de 2200 mg.kg™ chez les rats males. Les effets induits par une exposition aigué,
par voie orale, au naphtaléne different en fonction de la sensibilité de I'espéce
étudiée [2]. Le naphtaléne n’induit pas directement de mutation dans les bactéries
et les lignées cellulaires humaines métaboliquement compétentes. L’action du
naphtaléne sur l'organisme se fait de la méme fagon que les autres HAP.
L’induction du cancer chez les mammiféres passe par la participation d’'un groupe
d’enzymes capables de transformer les composés xénobiotiques en produits
solubles dans I'’eau. Ces enzymes sont des mono oxygénases qui appartiennent
au groupe cytochrome P450. Les HAP sont transformés en HAP diolépoxyde qui
sont alors particulierement réactif avec 'ADN, I'ARN et les protéines cellulaires,
créant ainsi de nombreuses mutations irréversibles et induisant la formation de
tumeur. Ce systéme enzymatique est stimulé dans un organisme par exposition
aux composeés lipophiles persistants. Les expositions répétées a ces composés
induisent de grandes quantités d’enzymes [23]. La capacité d’induction de ces
enzymes dépend de chaque organisme. Les mammiféres par exemple, ont une
grande capacité d’adaptation a ces agents mutagénes au contraire aux poissons
qui ont une capacité limitée de dégradation.
1.3 La décontamination des milieux pollués par le naphtaléne
Différentes solutions ont été proposées pour éliminer les HAP des milieux
contaminés vu leur caractére toxique et de leur présence en fortes concentrations
dans certains sites pollués.
1.3.1 Elimination par voie physico-chimique
De nombreuses techniques de dépollution des sols par traitement physique
existent avec leurs contraintes, leurs spécificités de polluants et des natures des
sols [24].

1.3.1.1  L’injection d’air ou de vapeur, ou stripping :
Cette technique permet d’extraire les solvants chlorés ou les produits organiques
volatils en injectant de I'air ou de la vapeur sous pression directement dans le sol

par des puits d’injection. Les polluants sont ainsi évaporés puis récupérés par des
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puits d’extraction. Le stripping a été utilisé pour la décontamination de sols pollués
par les HAP [25].
1.3.1.2 La flottation :
La flottation est une technique couvrant une large gamme de polluants dont les
HAP. Apres avoir excavé le sol, de I'eau et des agents tensioactifs sont ajoutés
L’injection d’air dans ce mélange entraine I'emprisonnement des polluants qui
remontent a la surface et forment une écume flottante qui est aisément récupérée
puis traitée [25].
1.3.1.3 Lelavage:
Le lavage est une méthode bon marché et rapide avec un rendement supérieur a
80%. Elle consiste a séparer les polluants du sol par injection d’eau. Elle est, en
général, associée a une autre méthode comme un traitement biologique ou une
injection d’air ou de vapeur. Cette méthode a déja été appliquée sur les HAP [25].
1.3.1.4 La désorption thermique :
Elle se fait sur des sols pollués par matiéres organiques facilement oxydables ;
c’est le procédé physique le plus couramment utilisé actuellement pour la
dépollution des sols contaminés par des HAP. Aprés excavation et broyage du sol,
celui-ci est tamisé avant de subir le traitement thermique : injection d’'oxygéne
(1000 °C) ou four étanche (600-800 °C). Enfin, les gaz d’extraction sont traités.
1.3.1.5 L’extraction par solvant :
Elle permet d’enlever de nombreux polluants (les polluants doivent étre solubles
dans le solvant utilisé : alcanes, alcools, cétones). lIs sont introduits dans le sol ou
ils permettent I'extraction des polluants en les solubilisant [26].
Plusieurs méthodes d’extraction sont possibles : séparation naturelle et stripping,
vaporisation (la pression est diminuée jusqu’a atteindre la pression de vapeur
saturante) ou la modification de température afin de rendre le solvant non-miscible
a l'eau. L'utilisation des solvants présente I'inconvénient de laisser des restes de
ces solvants, eux-mémes toxiques. La plupart de ces procédés mettent en ceuvre
une technique de désorption par des agents tensioactifs (en I'occurrence des
surfactants), suivie d’'une étape de flottation de la suspension par injection d’air
contrélée. La flottation génére un concentré de mousse non négligeable et
chargés en HAP, lequel doit par la suite étre disposé comme matiére résiduelle
dangereuse dans un site d’enfouissement spécialisé a des colts importants (soit

300 a 600 $ tm" pour la gestion de ces résidus). Ainsi, le colt de gestion de ces
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résidus représente une part importante des colts de ces technologies de
décontamination. Conséquemment, le développement industriel de ces
technologies passe nécessairement par une amélioration majeure de I'étape de
gestion des HAP suite a leur enlévement des matrices contaminées
1.3.1.6 Elimination par les méthodes d’oxydation avancée

Le traitement par oxydation avancée est une technique chimique utilisant des
réactifs spécifiques en vue de générer des radicaux libres aptes a dégrader les
polluants organiques. Les radicaux libres (OH¢) sont des espéces hautement
actives susceptibles de réagir avec un grand nombre de composés organiques
réfractaires. Spécifiquement, ces espéces radicalaires réagissent avec les doubles
liaisons -C=C- et attaquent les noyaux aromatiques, soit les composants majeurs
des HAP. Les réactifs chimiques sont utilisés comme : O3/H,0,, UV/O3, UV/H0;
et H,O./Fe?*, etc. [27]. Le réactif le plus souvent utilisé est le réactif de Fenton qui
exploite le peroxyde d’hydrogéne et les ions Fe?*, lesquels « ions » peuvent étre
présents dans l'effluent a traiter sous forme libre ou le plus souvent complexe. Ce
réactif est souvent utilisé pour dégrader les composés organiques réfractaires. Les
réactions de décomposition avec le peroxyde d’hydrogéne (H2O2) sont amorcées
en utilisant des sels métalliques (en particulier des métaux de transition) afin de
générer des espéces radicalaires (OHe, HOZ2e, etc) trés réactives face aux
polluants organiques. En particulier, Goel et al. (2003) [28] ont étudié I'efficacité du
réactif de Fenton a dégrader le naphtaléne présent dans les eaux brutes destinées
a la consommation humaine. Les essais ont été effectués a différents pH (4.0 et
7.0) en utlisant l'action combinée du peroxyde/fer ferreux a différentes
concentrations de réactifs ou en utilisant I'action seule du peroxyde. Les meilleurs
résultats ont été enregistrés grace a I'action combinée peroxyde/fer ferreux.

Pour des concentrations relativement élevées de H,O, (10 & 12 mg 1), le
peroxyde d’hydrogéne en présence de fer ferreux (30 mg Fe?* I'") permettait
d’obtenir des taux d’élimination de naphtaléne de 99% et 96% a des pH respectifs
de 4.0 et 7.0. En comparaison, pour des concentrations relativement faibles de
H,O, (2 & 3 mg I"), des rendements de dégradation de 84 et 68% étaient
respectivement enregistrés a pH 4.0 et 7.0 pour une quantité équivalente de Fe**
(30 mg I"). L’action seule du peroxyde d’hydrogéne était quasiment inefficace a

oxyder le naphtaléne. Nam et al. [29] ont observé de meilleurs taux de
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dégradation des HAP de faibles masses moléculaires (80% pour les composés a
2 ou 3 cycles contre 20% pour les composés a 4 et 5 cycles).

L’irradiation par les ultra-violets (UV) peut aussi étre utilisée en synergie avec le
peroxyde d’hydrogéne afin d’éliminer les HAP. Une utilisation conjointe des
UV/H,0, permet de générer des radicaux libres aptes a oxyder la matiere
organique. Le procédé UV/H,O, permet de dégrader une plus large variété de
polluants que la simple photolyse. A titre d’exemple, la combinaison UV/H,0, s’est
avérée plus efficace pour dégrader le benzo(a)pyréne que la simple photolyse
dans les mémes conditions [30]. Toutefois, une compléte minéralisation n’a pu
étre obtenue dans les conditions testées et les sous-produits d’oxydation formés
présentaient une certaine mutagénicité et toxicité. L’'ozone est un oxydant
puissant, instable en milieu aqueux. C'est un composé allotropique (plusieurs
formes de résonance), a forte réactivité, possédant les propriétés d’un dipéle. De
ce fait, 'ozone a donc une grande capacité d’attaque des composés organiques et
des métaux, a I'exception de l'or, du platine et de liridium. L’'ozone peut réagir
selon deux voies : la voie directe et la voie indirecte. Ces deux types de réactions
chimiques sont simultanés. Les propriétés physico-chimiques de I'effluent a traiter
déterminent une voie préférentielle, mais les deux mécanismes coexistent. La

figure 3 montre un mode d'action de I'ozone en milieu aqueux.

RH
Ozone ajouté —®  Ozonedissous — » R oxydé Réaction directe

lOH' ou R’
OH'/
9 R’

Figure 3 : Mode d'action de I'ozone en milieu aqueux (RH=composé a oxyder,

Réaction radicalaire

Re = composé radicalaire, Sc: piége a radicaux, 8 : piége a radicaux oxyde), d’aprés Doré
[31].

Le tableau 5 montre les conditions et constantes de réactions a partir de

I'ozonation de HAP dans I'eau.
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Le tableau 5 : les conditions et constantes de réactions a partir de 'ozonation du naphtaléne dans

I'eau.
HAP Co (M) KM'S™) conditions
Naphtalene 0.4-0.7x10°° 5.5%x10? solution aqueuse, colonne, semi
Continu, V=3L, pH =5.6, T=1°C
Composé conditions produits intermédiaires
Naphtalene solution aqueuse cis et trans 2- formylcinnamaldehyde

3.3 mg O4/l, Co= 1.6x10*M

de naphtaléne

En solution aqueuse, dans la gamme de 1 a 20 °C, des études ont obtenu des
résultats différents, a savoir une amélioration de I'efficacité avec 'augmentation de
la température. Travaillaient sur des solutions aqueuses sursaturées (2 g/L d’HAP
dispersés dans l'eau), Haeseler et al. [32] ont montré que la réactivité était
directement liée a la solubilité des HAP (naphtaléne > phénanthréne > pyréne).
La dose d'ozone varie avec la concentration des HAP a éliminer, soit un ratio 0.75
mg Os/mg naphtaléne, 0.4mg Os/mg de pyrene, 1.7mg Os/mg benzo[a]
anthracéne.

1.3.1.7 L’ultrason :
Les ultrasons peuvent étre utilisés pour la dégradation des HAP en solution. Mais
en raison de leur faible solubilit¢é dans I'eau, les essais sont réalisés sur des
solutions aqueuses trés diluées ou dans des mélanges solvant/eau. Les procédés
d'ultrasons passent par trois zones avec différentes réactivités [33]:
1) la premiere, se trouve dans la bulle de cavitation (phase gazeuse), siége de
fortes températures (3000 a 5000 K) et pression (500 a 10000 atm), Dans cette
région s’effectue la décomposition thermique de I'eau, avec production d’atomes
d’hydrogene et de radicaux hydroxyles hautement réactifs.
2) la deuxieme est I'interface gaz-liquide localisée autour de la bulle de cavitation.
Cette région contient une concentration significative de radicaux hydroxyles.

3) la troisiéme est la solution, ou se trouve la plus faible réactivité.

La plupart des auteurs attribuent la dégradation des HAP aux mécanismes

radicalaires ou aux mécanismes thermiques pour les HAP semi-volatils pouvant
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pénétrer dans les bulles de cavitation [21]. Selon Psillakis et al. [34] uniquement
les HAP les plus petits (naphtaléne, acénaphthyléne, acénaphthéne, fluorene,
phénanthréne, anthracéne, fluoranthéne et pyréne) sont dégradés en 120-180 min
sous les conditions de sonication : 80kHz, 130 W/L de densité de puissance,
concentration initiale 30ug/L.
1.3.1.8 Le traitement électrochimique :

Plusieurs études ont montré le potentiel de I'électro-oxydation pour dégrader les
polluants aromatiques polycycliques présents dans divers types d’effluents
industriels comme les textiles, les eaux usées urbaines ou de tannerie ainsi que
les eaux usées issues d’industries de production d’huile d’olives ou encore les sols
[3]. Stichnothe et al. (2002) ont évalué l'efficacité de I'oxydation électrochimique
afin de dégrader le tri-butylétain et les HAP présents dans des sédiments. Au total,
16 molécules de HAP ont été suivies. D’'une fagon générale, la concentration
totale de HAP passait d’une valeur initiale de 4.1 mg kg-1 a une valeur finale de

0.53 mg kg-1soit une réduction de 90% aprés 120 min de traitement [35].
1.3.2 Elimination par voie biologique

La bioremédiation est la technologie la plus « écologique ». Elle repose sur
I'utilisation d’organismes ou micro-organismes afin de dégrader ou d’extraire les

polluants du sol.
1.3.2.1 Bioréacteur « Bioslurry » :

Le traitement en réacteur, consiste a créer une boue épaisse en mettant le sol en
suspension avec de lI'eau et des microorganismes. La biodégradation est alors
stimulée par oxygénation et apport de nutriments. Cette technique s’applique
particuliérement aux sols difficiles a traiter et aux substances peu biodégradables
[36]. En effet, elle permet un contréle plus efficace des conditions de la
biodégradation (homogénéisation, chauffage, apports de nutriments...) ce qui

entraine une biodégradation accrue.

1.3.2.2 Le landfarming
Il repose sur 'épandage de terres contaminées sur des surfaces plus ou moins
préparées a l'avance. Le site est controlé tant au point de vue de son nivellement
qu’au niveau des eaux de ruissellement. Le pH est ajusté et une supplémentation

azotée est réalisée afin de stimuler l'activité microbienne. Cette technique
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s’emploie principalement ex situ, mais également in situ sur une épaisseur ne

dépassant pas 50 a 60 cm.
1.3.2.3 Bioventing

Le traitement biologique par aération du sol, fournit aux microorganismes
présents dans le sol 'oxygéne nécessaire a la biodégradation par injection d’air. |l
est également possible d’injecter de I'eau oxygénée (H202) qui est une source
d’oxygéne pour les bactéries. L’eau oxygénée et des nutriments sont injectés dans

le sol, 'eau oxygénée en exces est récupérée par des puits de pompage.[36]
1.3.2.4 La phytoremédiation :

Elle consiste a utiliser des plantes pour le traitement de contaminants de
’environnement. Cette méthode est peu colteuse et applicable a la restauration
des sites et au traitement des eaux contaminées par des composés organiques.
Les plantes adsorbent, accumulent ou volatilisent ces composés, elles
augmentent également 'activité microbiologique de la rhizosphére dans le sol. La
rhizosphere est particulierement impliquée dans la dégradation des HAP [37]. Ce
procédé est aussi utilisé pour le sol mais dans ce cas, l'apport de la
phytoremédiation devient difficile a étudier du fait des interactions entre sol,
plantes, rhizosphére et micro-organismes. Néanmoins, des expériences ont
montré une augmentation de la dégradation de pyréne en présence de plantes.
Des études récentes, menées au laboratoire, ont montré que les plantes
distribuent de I'oxygéne au niveau de la rhizoshpére, augmentant ainsi I'activité

bactérienne de dégradation du pyrene.

1.3.2.5 La biodégradation

La biodégradation des hydrocarbures par les micro-organismes appelés
hydrocarbonoclastes a été mise en évidence dés 1946 par ZoBell. L’activité
humaine, au travers des multiples sources de pollution et par la mondialisation des
déplacements, favorise I'apparition de nouvelles souches aptes a la dégradation
des hydrocarbures. La dégradation des HAP de "faible poids moléculaire", de 2 ou
3 noyaux aromatiques, des HAP de "haut poids moléculaire" pour lesquels le

nombre de noyaux aromatiques est supérieur ou égal a 4. en effet, les enzymes
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impliquées dans la dégradation de ces deux types de HAP sont généralement
différentes et peu d'information sont disponibles sur les enzymes de dégradation

des HAP de haut poids moléculaire. [11]

1.3.2.5.1 Type de biodégradation:

La biodégradation primaire est définie comme la dégradation partielle de la
structure moléculaire de la substance initiale. Cette dégradation peut conduire soit
a la perte de propriétés caractéristiques de la substance telles que son activité
biologique, soit a l'apparition de sous-produits de transformation parfois plus
toxiques que la substance de départ. La biodégradation totale ou ultime est décrite
comme la biodégradation compléte de la structure moléculaire de la substance,
qui conduit a la formation de dioxyde de carbone, de méthane, d’eau, de dérivés
minéraux ou de constituants de micro-organismes. La biodégradation est dite
facile si la substance se dégrade rapidement dans les conditions
environnementales. Les lignes directrices de 'TOCDE 301 de A a F disponibles sur
le site de I'OCDE décrivent les différents tests standardisés utilisés pour
déterminer si la substance est facilement biodégradable. Par opposition, la
biodégradabilité est dite intrinséque si la substance est dégradée dans des

conditions optimales (forte quantité de microorganismes). [38]

1.3.2.5.2 Principes de la biodégradation

Le terme biodégradation correspond a I'élimination compléte d'une substance
organique avec comme produits du métabolisme, des produits simple tel que H2O,

CO,, CHy4, H,, acétate et autre produits de fermentation...

Le processus complet de dégradation est également appelé minéralisation,
biodégradation ultime. D'autre terme ont été également proposés pour définir
d’autres situations mettant en jeu les micro-organismes. La biodégradation
acceptable est évoquée lorsque la transformation du composé lui retire ses
propriétés toxiques. La voie de dégradation la plus directe (voie métabolique) est
['utilisation par le micro-organisme de la substance organique comme source
d'énergie et de carbone. Le métabolisme microbien implique que I'équipement
enzymatique des micro-organismes utilise le substrat comme source de carbone

et d'énergie et autorise la croissance cellulaire [11]
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1.3.2.5.3 Processus de biodégradation

Les différentes phases qui interviennent durant le processus de biodégradation

peuvent se résumer en cinq étapes [7]:

>

La proximité du substrat. Les micro-organismes doivent étre a proximité du
substrat a dégrader; le terme "proximité" doit s'entendre comme étant le
champ de diffusion du produit ou des enzymes extracellulaires.

L'adsorption sur les surfaces solides. Le processus d'adsorption des micro-
organismes sur le substrat peut étre une phase indispensable pour
permettre une association et une métabolisation des composés a dégrader.
Les enzymes extracellulaires. Les polyméres insolubles naturels ou de
synthése (ex plastique) récalcitrants a la biodégradation. La réponse
biologique a ce probléme est la sécrétion d'enzymes extracellulaires,
capables de diffuser et de réaliser une hydrolyse partielle pour libérer des

produits solubles de plus faible poids moléculaire.

> Le transport du substrat. Les substrats doivent pouvoir étre transférés a

I'intérieur de la cellule microbienne.

> Le métabolisme intracellulaire. La dégradation des substrats peu inductible,

parfois codés dans les plasmides.

1.4 Biodégradation du naphtaléne :

1.41

La biodégradation microbienne :

1.4.1.1 Biodégradation aérobie :

Le traitement biologique aérobie est le procédé le plus adéquat pour traiter a

grande échelle un effluent constitué de composés biodégradables. La dégradation

du naphtalene, HAP a 2 cycles accolés, est I'une des plus étudiée. De

nombreuses souches ont été identifiées pour leur capacité a croitre sur

naphtaléne comme seule source de carbone. C’est ainsi que des souches de

Pseudomonas, Sphingomonas, Alcaligenes, Comamonas et Rhodococcus ont été
isolées.[11,39]



Tableau 6: les Principales souches bactériennes aérobies participant a la dégradation

Bactéries gram -

Bactéries gram +

Pseudomonas sp.
Acinetobacter sp.
Alcaligenes sp.

Flavobacterium/ groupe Cytophage

Xanthomonas sp.

Nocardia sp.
Mycobacterium sp.
Corynebacterium sp.
Arthrobacter sp.

Bacillus sp.

Le naphtaléne est I'un des HAP les
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plus simples et les plus facilement

biodégradables. Ainsi, les voies métaboliques de dégradation par des souches

bacteriennes a beaucoup été étudiée, notamment chez les espéces du genre

Pseudomonas. La voie de dégradation du naphtaléne est représentée sur la

figure 4
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Figure 4 : voies cataboliques proposées pour le naphtaléne par des bactéries aérobies du genre
Pseudomonas. Les enzymes impliquées sont :A1 naphtaléne dioxygénase, A2 déshydrogénase,
A3 extradiol dioxygénase, A4 isomérase, A5 aldolase, A6 salicyladehyde déshydrogénase [40]
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Le naphtaléne est métabolisé en acide salicylique, lequel est converti en catéchol
dans la plupart des bactéries. Le catéchol est alors clivé. Deux voies sont
possibles : voie méta (le catéchol est clivé en acide semialdéhyde 2-
hydroxymuconique) ou la voie ortho (le catéchol est clivé en acide cis, cis-
muconique). D’autres bactéries convertissent le salicylate en acide gentisique
(acide 2,5-dihydroxybenzoique) [41]. La premiere étape de dégradation du
naphtaléne est catalysée par la naphtaléne dioxygénase qui réalise la
dihydroxylation de celui-ci pour former du cis-1,2-dihydroxy- 1,2-
dihydronaphtaléne. Cette enzyme a été purifiée : il s’agit en fait d’'un complexe
enzymatique constitué d'une NADH-ferrédoxine réductase (RED), d’une
ferrédoxine (FER), transférant les électrons de la réductase a une oxygénase
terminale (ISP pour Iron Sulfur Protein). La structure tridimensionnelle du
naphtaléne dioxygénase de Pseudomonas sp. NCIB9816-4 a été établie. Il a été
montré que la naphtaléne dioxygénase possede une spécificité trés large : elle est
capable d’oxyder le naphtaléne, le phénanthréne, I'anthracéne, le biphényle, le
dibenzothiophéne, le dibenzofurane et I'acridine.[2]. Les génes codant pour les
enzymes de dégradation du naphtaléne sont portés sur des plasmides pour
certaines bactéries. Ces plasmides, transmissibles entre espéces, expliqueraient
la propagation des génes dans I'environnement. Certaines bactéries présentent
une localisation différente de leurs génes de dégradation du naphtaléne : certains
génes sont localisés sur le chromosome alors que d’autres se trouvent sur un
plasmide . Le produit de la réaction de transformation du naphtaléne par la
naphtaléne dioxygénase est un dihydrodiol. Une déshydrogénase le convertit en
1,2- dihydroxynaphtaléne. Celui-ci est alors le substrat d'une deuxiéme
dioxygénase, pour étre transformé en acide 2-hydroxychromeéne carboxylique
lequel est converti en acide trans-o-hydroxybenzylidéne pyruvique par une
isomérase avant d’étre clivé en salicylaldéhyde et pyruvate par une aldolase.
Finalement, le salicylaldéhyde est converti en salicylate par une déshydrogénase.[
24]. Un autre mécanisme est proposé pour la biodégradation du naphtaléne par
Nocardia otitidiscaviarum, dans ce dernier I'acide salicylique ne figure pas comme
métabolite de dégradation, des tests montre que cette bactérie ne peut croitre sur
ce dernier. Les analyses permettent d’identifier I'acide benzoique et cis-cis acide

muconique. [42]
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Figure 5: le mécanisme proposé pour la biodégradation du naphtaléne par Nocardia
otitidiscaviarum

Tableau 7: les principaux sous produits de la dégradation du naphtaléne par différentes bactéries
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Composé microorganismes produits

Naphtaléne pseudomonas sp acide salicylique, catéchol, acide gentisique
Acinetobacter calcoaceticus acide salicylique
Mycobacterium sp acide salicylique, catéchol
Rhodococus sp acide salicylique, acide gentisique
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1.4.1.2 Biodégradation anaérobie :

La biodégradation des HAP par voie anaérobie est moins étudiée. Longtemps
considérée comme irréalisable, les récents résultats montrent qu'’il y a un potentiel

réel des flores anaérobies a dégrader ces composeés [43,44]

1.4.1.2.1 Conditions dénitrifiantes

Mihelcic et Luthy, (1988) [45] ont mis en évidence la dégradation du naphtaléne et
de 'acénaphthéne, sous conditions dénitrifiantes en aquiféres et sols pollués. La
minéralisation a été confirmée par la production de 14 CO2 a partir de 14C-
naphtaléne : prés de 90% des HAP peuvent étre minéralisés en CO,, mais aucune
donnée n’existe sur les intermédiaires [46]. D’autres études plus récentes ont
confirmé que les HAP peuvent se dégrader en absence d’oxygéne si le nitrate est
disponible comme accepteur d’électrons. Ainsi, les conditions de réduction des

nitrates paraissent favorables a la dégradation des HAP. [47]

1.4.1.2.2 Conditions sulfato-réductrices

Plus récemment, la dégradation des HAP sous conditions sulfato-réductrice a été
démontrée [48]. Ces auteurs ont montré une biodégradation significative du
naphtaléne, du phénanthréne et du fluoranthéne dans le cas de sédiments marins
contaminés. Les études de Chang et al. (2001)[49] mettent en évidence le
potentiel de dégradation anaérobie du phénanthréne par des bactéries sulfato-
réductrices dans des sédiments. Les premiers résultats sur les métabolites de la
dégradation du naphtaléne furent publiés en 1997[48]. Les auteurs ont travaillé sur
la biodégradation du naphtaléne et du phénanthréne sous condition sulfato-
réductrices. Les intermédiaires identifiés sont : I'acide 2-naphtoique et I'acide
phénantroique. L’étape initiale de dégradation correspondait a I'incorporation d’'un
groupe chimique réactif par carboxylation ou par scission d’'une molécule d’eau

(hydroxylation).
E}ﬁ:li-fh;{] ."f-'.- - L2 _.lrx -
By [ oot
Maphtaléne COq 2-acide naphtoique

Figure 6 : Activation de la réaction de dégradation anaérobie du naphtaléne par I'addition de CO,
(Meckenstock et al., 2000).[50]
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Le cycle non substitué est alors a son tour réduit avec des hydrogénations
successives permettant d’obtenir un carboxylate, qui est minéralisé [50,21]. La
figure 7 montre la voie réductrice de la biodégradation du naphtaléne avec les
intermédiaires suivants : l'acide 2- naphtoique, le 1,2,3,4-tetrahydro-acide-2-
naphtoique, le 5,6,7,8-tetrahydro-2-acide naphtoique, [I'hexahydro-2-acide

naphtoique, I'octahydro-2-acide-naphtoique, et le decahydro-2-acide naphtoique.
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Figure 7 : Voie réductrice de la biodégradation du naphtaléne (Annweiler, et al., 2002).[51]

1.4.1.2.3 Conditions méthanogénes
Trably (2003) a mis en évidence le potentiel naturel d’élimination de 13 HAP par
des écosystemes adaptés lors de la digestion anaérobie de boues urbaines
naturellement contaminées (pas de dopage des boues) dans des réacteurs
continus. Cette disparition semble toutefois fortement liée au taux de réduction
des matiéres séches laissant supposer que le facteur limitant est la
biodisponibilité. Un certain nombre de paramétres fut alors testé afin d’améliorer

cette biodisponibilité et donc la biodégradation : augmentation de la température,
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ajout de surfactants ou de solvants. La température a un effet positif sur
'augmentation de la biodégradation. Par contre les ajouts de surfactants et de
solvant entrainent une altération de la biodégradation par perturbation de la flore

impliquée (modification radicale des profils microbiens). [52]

L’identification des souches a révélé la présence de microorganismes proches de
ceux impliqués dans la dégradation de diverses molécules aromatiques. Dans le
méme temps, Chang et al. (2002)[53] démontrent sur des cultures discontinues
anaérobies inoculées avec des enrichissements issus de sédiments pollués par
des HAP la dégradation de divers HAP, seul ou en mélange, dans des sols. Le
consortium utilisé dans cette étude est capable de biodégrader le phénanthrene,
'acénaphténe, I'anthracéne, le fluoréne et le pyrene avec des rendements de 80 a
100% en 90 jours. Les conditions sulfato-réductrices semblent étre plus favorables
a la dégradation des HAPs que les conditions méthanogénes. L’ajout de boues
semble étre aussi favorable a la biodégradation sans qu’il y ait de réelles mesures
des pertes abiotiques par simple adsorption des HAP ajoutés sur la matiére

organique des boues.

Toujours sur des systémes discontinus simplifiés et dopés, Chang et al. (2003) ont
montré la capacité d’écosystémes anaérobies a dégrader les HAP ajoutés seuls
ou en meélange en présence de boues urbaines ou industrielles. Un des résultats
intéressants est que les vitesses de dégradation de chaque HAP sont supérieures
lorsquiils sont ajoutés en mélange, impliquant un effet stimulant du mélange par

rapport a la présence d'un seul HAP. [54]
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Figure 8 : dégradation du naphtaléne en conditions méthanogénes

1.4.2 Biodégradation par les champignons :

Les HAP peuvent étre dégrades par certains champignons (Cunninghamella
elegans, Penicillium sp, Aspergillus sp) qui produisent des cytochromes P450
monooxygénases. Ces monooxygénases transforment directement les HAP par
incorporation d’'une molécule d’oxygéne en formant un trans-dihydrodiol-HAP, le
phénanthréne est métabolisée par différentes espéces de champignons. Le
phénanthréne est métabolisé via la production de trans-1,2-, trans-3,4-, et trans-
9,10- dihydrodiols et d’'un conjugué glucoside [55]. La production d’enzymes
extracellulaires a I'action peu spécifique permet de transformer aussi bien les plus
gros HAP que les plus Iégers, les différences de potentiel de dégradation étant
fonction des activités métaboliques bactériennes . En effet, ces champignons ne
se développent qu’en présence d’'une source de carbone annexe et ne participent
le plus souvent qu’a un cométabolisme des HAP [56]. Salicis et al. (1999) et

Ravelet et al. (2000) ont récemment montré la capacité de certains
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Deutéromycetes des genres Aspergillus sp., Penicillium sp., et Rhizopus sp.
d’utiliser le fluoranthéne et le pyréene comme seules sources de carbone et
d’énergie. [57,58]. Certains champignons dits de la pourriture blanche
(Pycnoporus cinnabarinus, Bjerkandera adusta et Pleurotus ostreatus) produisent,
les laccases. Sous l'action de I'ensemble de ces enzymes, la transformation
initiale des HAP augmente significativement leur biodégradabilité, I'attaque du
cycle par les systémes enzymatiques bactériens étant facilitée par la présence
d’'un groupe réactif.[21]. Il existe d’autres familles de microorganismes capables
de transformer ou dégrader les HAP. |l a notamment été montré que certaines
algues unicellulaires pouvaient métaboliser les plus petits HAP (naphtaléne). De
méme, Romero et al. (1998) ont isolé des souches de levure (Rhodotorula
gluotinis) utilisant le phénanthréne comme seule source de carbone et d’énergie.
Le role de ces microorganismes dans le catabolisme des HAP au sein

d’écosystémes complexes reste encore mal connu [59]

1.4.3Les facteurs affectant la biodégradation du naphtaléne :

1.4.3.1 Les facteurs physiques et chimiques :
1.4.3.1.1 La concentration du substrat :

Différents concentrations du naphtaléne allant de 30 mg/l jusqu’au 20g/l
sont testées dans la biodégradation microbienne, les basses concentrations
sont facilement dégradables et ne présentant aucun effet toxique sur les
bactéries alors que les concentrations élevés peuvent inhiber la
biodégradation du naphtalene selon I'espéce utilisé. Des études montrent
que Pseudomonas sp. HOB1 est capable de métabolisé le naphtaléne a
des concentrations extrémement élevés 60000 ppm [5]. Généralement, des
concentrations autour de 0.5 a 1g/l sont biodégradables par la majorité des
espéces bactériennes connus par leur capacité de dégrader le naphtaléne
[42, 60].
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1.4.3.1.2 La biodisponibilité :

Comme tous les hydrocarbures aromatiques polycycliques, la faible
solubilité de naphtaléne pose un probléme réel car la surface de contact a
un effet sur le processus de biodégradation, le faible rapport masse/ volume
inhibe la croissance bactérienne. La biodisponibilité du naphtaléne est dans
un facteur limitant dans le processus de sa dégradation car les bactéries ne
dégradent généralement que la fraction soluble de ce dernier [61]. Une
possibilité pour augmenter la disponibilité de ce composé hydrophobe est
'ajout des agents tensioactifs. Les surfactants sont des molécules
amphiphiles qui possédent une « téte » polaire (hydrophile) et une « queue
» apolaire (hydrophobe). Selon la nature du groupement polaire, on
distingue les surfactants anioniques, cationiques, non ioniques et
amphotére. En raison de leur caractére amphiphile, les molécules de
surfactants peuvent se dissoudre dans I'eau sous forme de monomeres,
s’adsorber a une interface, ou étre incorporées avec d’autres molécules de

surfactants pour former une micelle.
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Figure 9: Formation d’une micelle dans la solution de surfactant

L’ajout de surfactants peut donc posséder soit un effet positif, soit négatif,
soit nul sur la dégradation des HAP. Différentes études montrent qu’en
conditions de laboratoire, les surfactants anioniques (Dowfax, 8390) et non-
ioniques (Triton X100, Tergitol NP10, Tyloxapol, Brij 35....) affecteraient
I'adhésion des microorganismes aux micelles et inhiberaient leur croissance

mais ne présenteraient pas de réelle toxicité, contrairement aux surfactants
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cationiques, plus toxiques mais possédant une plus grande efficacité de
solubilisation des HAP [3, 62]. Des études menées sur l'effet des
surfactants sur la biodégradation du naphtaléne montrent que la présence
de ses derniers augmente le temps de la biodégradation du naphtaléne. Le
CTAB et SDBS inhibent la biodégradation du naphtalene par Pseudomonas
[63,64]. Les études ont rapporté que 96% des bactéries utilisent les
hydrocarbures isolées des eaux fraiches sont capables de produire des
biosurfactants. Donc La sécrétion du biosurfactant est un processus trés
important pour que les hydrocarbures soient assimilés par les bactéries et

les champignons. [65,66]
1.4.3.1.3 Influence de température :

La température influe sur la biodégradation de naphtaléne en modifiant son
état physique et I'activité physiologique des microorganismes. La solubilité
augmente généralement lorsque la température augmente.[11]. La
biodégradation du naphtaléne est largement étudiée par des souches
mésophiles et surtout par les Pseudomonas. L’isolement des bactéries
thermophiles tels que (Thermotoga, Thermoanaerobacter,
Thermodesulfobacterium) et d’Archae hyper thermophiles (Thermococcus,
Archeaoglobus) dans des puits de pétrole a orienté les études vers
l'utilisation des souches thermophiles [67], ces derniers présentent des
résultats intéressants pour la dégradation du naphtaléne a des taux de

dégradation élevés méme lorsque la concentration est importante [6,42]

1.4.3.1.4 Influence du I’'oxygéne

L’'oxydation de ces substrats par lintermédiaire d’hydroxylases et
d’'oxygénases est inclut dans la premiere étape dans le métabolisme de
dégradation de naphtaléne (les HAP en général) soit par les bactéries ou
par les champignons dont 'oxygéne moléculaire est indispensable [11, 21].
La concentration en oxygene a été identifiee comme un facteur limitant pour
la vitesse de la biodégradation du pétrole dans les sols et les eaux
souterraines. La dégradation anaérobie des hydrocarbures par les
microorganismes peut se produire mais a des vitesses négligeables et son

importance écologique est considérée comme de moindre importance. [69]
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1.4.3.1.5 Influence du pH et la salinité :

La salinitt moyenne des milieux océaniques est de l'ordre de 3,5 % et
lintervalle de variation se situe en général entre les limites de 3,3% et
3,7%. Ces concentrations en sels sont compatibles avec la croissance des
microorganismes hydrocarbonoclastes . Quand la concentration en chlorure
de sodium dépasse 1 M, I’élimination du pétrole brut diminue rapidement.
Pour ce type de substrat, les fortes salinités constituent donc une barriere
naturelle pour la biodégradation. Bertrand et al. (1993) [70] ont étudié
'influence de la concentration en chlorure de sodium sur la biodégradation
des hydrocarbures par deux communautés microbiennes, ils ont trouvé que
la biodégradation est maximale pour une concentration de 0,4 M et diminue
lentement pour des valeurs supérieures et inférieures a celle-ci. Ward et
Brock (1978) ont montré que la vitesse de la biodégradation des
hydrocarbures décroit lorsque la salinité passe de 3,3 a 28,4%, et ils ont
attribué ces résultats a une réduction générale des vitesses métaboliques
des microorganismes [ 71]. L'influence du pH a été trés peu étudiée, mais il
ne semble jouer qu’un réle relativement mineur en milieu marin.
Contrairement a la plupart des écosystemes aquatiques, les sols peuvent
avoir des valeurs de pH trés variables, allant de 2,5 a 11,0. Des valeurs
extrémes de pH, ce qui est le cas pour quelques types de sols, pourraient
avoir une influence négative sur la capacité des microorganismes a
dégrader les hydrocarbures (naphtalene). La croissance des bactéries
hétérotrophes et des champignons étant favorisée par un pH proche de la
neutralité (Leahy et Colwell, 1990) ont trouvé que la dégradation des
hydrocarbures est plus élevée dans des conditions Iégérement basiques.
[72]

1.4.3.2 Les facteurs biologiques

Les hydrocarbures sont principalement dégradés dans I’environnement par les
champignons et les bactéries hétérotrophes. Chaque espéce microbienne peut
métaboliser un nombre limité de substrats hydrocarbonés, de sorte que
'assemblage de populations mixtes permet un éventail étendu de réactions

enzymatiques possibles qui se montre capable d’assimiler et de dégrader des
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mélanges souvent complexes d’hydrocarbures tels que pétroles bruts ou raffinés.
Floodgate établit une liste de 25 genres de bactéries et 27 genres de
champignons dégradant les hydrocarbures. Les genres bactériens qui reviennent
souvent sont Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Aarthobacter, Bacillus,
Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas. Parmi les champignons, on reléve
Aureiobasidium, Candida, Rhodotorula, sporobolomyces, Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma, Mortierella. Dans |'environnement marin, les bactéries sont
considérées comme les espéces microbiennes dominantes qui contribuent a la
dégradation des hydrocarbures. Les champignons sont plus importants dans les
milieux aquatiques terrestres (rivieres, lacs), sans toutefois que I'on puisse
connaitre I'importance relative des deux communautés microbiennes, bactéries et
champignons dans la dégradation des hydrocarbures. Dans les sols, les deux
groupes participent activement au processus de biodégradation [7]. En conclusion,
il apparait que la biodégradation des hydrocarbures est un processus complexe
qui dépend de la nature et des quantités d’hydrocarbures présents, des conditions

environnementales et de la composition des communautés microbiennes.
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

Dans le cadre d’'un projet de recherche financé par 'AUF par le montage du péle
d’excellence régional des bioprocédés environnementaux et industriels (Centre de
Biotechnologie de Sfax, Tunisie) sur la biodégradation des hydrocarbures et la
production des biosurfactants, une collection des souches bactériennes a été
sélectionnée et mise en place pour I'étude de la biodégradabilité de certains

dérivés pétroliers dont le naphtaléne qui a fait 'objet de cette présente étude.

Le biotope utilisé pour isoler des souches bactériennes aérobies, est un sol
sableux contaminé par les hydrocarbures pétroliers de la région de Hassi-
Messaoud, Sud d’Algérie. Les prélévements d’échantillons ont été réalisés a
différentes profondeurs. La méthode d’adaptation progressive en utilisant le
pétrole brut comme seule source de carbone et d’énergie a permis d’obtenir des

souches a fort potentiel de dégradation.
2-1 Caractéristiques géoclimatiques du site d’étude :

Le choix du Biotope est basé sur une zone polluée anciennement (méme
actuellement) par le pétrole brut, La zone qui apparait idéal pour cet isolement
était la région de Hassi-Messaoud, situé a 870 Km au Sud - Est d'Alger. Une

région connue par la production importante du pétrole

La figure 10 montre : Sols sableux contaminés par le pétrole brut de la région de

—

Hassi Messaoud,

Figure 10: sols contaminés par le pétrole brut (Hassi-Messaoud)
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2- 2 Echantillonnage et caractérisation du sol :

Dans le cadre de cette étude, la surface ou superficie du bourbier retenu est de
(50 m x 30 m), donc une superficie égale & 1500 m? ; ce qui entraine qu'un
préléevement par bourbier suffisait.

Deux bourbiers fait I'objet de la présente étude, les prélévements ont été effectués
le 13 Mars 2007 a 16h (heure locale) a l'aide d'une spatule désinfectée par
I’éthanol a une profondeur de 20 a 50 cm. Pour chaque échantillon, 1Kg de sol
prélevé est mis dans un sachet en plastique stérile. La température des
échantillons in situ est égale a 22 °C. Les échantillons ont été placés dans un
frigorifiant (+4 °C) jusqu'a l'arrivée au laboratoire ou ils ont été ensuite conservés

au réfrigérateur en attendant les analyses.

Le dosage du carbone organique total (COT) et les hydrocarbures totaux (HT) ont
été réalisés, respectivement, au sein du laboratoire de géochimie minérale et le
laboratoire des méthodes spectrales au niveau du Centre de Recherche et

Développement de Boumerdes.

2.3 Les principaux parameétres analysés :

2.3.1 pH: Selon la norme AFNOR X 31-104, la mesure se fait le plus
souvent par électrométrie en utilisant un pH-métre. Le sol est mis en suspension
soit dans I'eau distillée (on obtient le pH-eau), soit dans une solution de chlorure
de potassium pH-KCI. Le pH-KCI donne des valeurs plus basses, mais moins

fluctuantes selon les périodes de I'année comparativement au pH-eau.

2.3.2 Dosage des hydrocarbures totaux par spectrophotométrie
infrarouge : Selon AFNOR 90114. L'échantillon doit étre homogénéisé avant la
pesée et le poids retenu est de l'ordre de 2 g I". Les étapes suivies sont

successivement :

2.3.21 Extraction:
- fixer les cartouches aux adaptateurs.

- peser les échantillons dans les cartouches.
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- placer une boule de coton hydrophile au dessus de I'échantillon et mettre
en place les cartouches dans I'unité d'extraction.

- mettre sur position Boilling. Les cartouches sont immergées dans le
solvant CCls a 160 °C, le temps d'immersion dépend du type de
I'échantillon (20-30 min).

2.3.2.2 Récupération du solvant :
- apres ringage de I'échantillon avec CCly, les extraits sont récupérés puis
placés sur florisil et Na;Sos. Les volumes recueillis sont mesurés a l'aide

d’éprouvettes graduées de 100 ml.

2.3.2.3 Mesure de la concentration en hydrocarbures des extraits :

- I'extrait est introduit dans une cuve en quartz de 1 cm d'épaisseur, puis
ensuite analysé par l'appareil IR.

- le logiciel CxHx traitant les analyses donne directement la concentration

de I'nydrocarbure recherchée en mg kg™.

2.3.3 Dosage du carbone organique total : Selon la norme NF ISO
10694: La matiére organique présente dans un échantillon de sol est extraite a

I'aide d'un solvant organique volatil (CCly).

2.3.3.1 Mode opératoire :
- Peser 400 mg de sol ; ajouter 2 mole d’'HCI ; attendre 6 a 8h ; laisser

I’échantillon a chaud sur une plaque chauffante a 70 °C jusqu'a condensation.
- Neutraliser I'échantillon par NaOH a normalité 1,33 jusqu'a I'obtention d'un
pH neutre ; ajouter 20 ml d'eau distillée ; filtrer I'échantillon avec une pompe
a vide pour avoir un résidu ;
- Doser I'échantillon avec un doseur de carbone.

Lecture : La valeur de COT est exprimée en pourcentage (%) par le doseur de

carbone.
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2.4 Isolement des souches bactériennes aérobies :
2.4.1 Milieu d’adaptation a base du pétrole brut :

- Le milieu utilisé pour l'isolement des souches aptes a dégrader le pétrole brut est
un milieu strictement minéral dont la composition (g I"') est la suivante : 0,1 extrait
de levure, 0,4 NH4CI, 0,3 KoHPOy4, 10 NaCl, 0,33 MgCl»6H,0, 0,05 CaCl,2H,0. Le
milieu est additionné par 1 ml d’'une solution d'éléments traces métalliques qui
contient par litre : 0,25 g H3BO4, 0,5 g CuSO45H,0, 0,5 g MnSO4 H20, 0,06 g
NaMoOy et 0,7 g ZnSO4H20. Le pH de la solution est ajusté a 7,1 puis la solution

est autoclavée a 121 °C pendant 20 min.

- Une quantité de 3% (v/v) de pétrole brut représente I'unique source de carbone
et d’énergie pour la croissance microbienne est ajoutée au milieu minéral.

- Un taux de 2% (p/v) de sol contaminé par le pétrole brut a été ajouté au milieu
minéral + pétrole dont le sol contient la flore bactérienne adaptée aux conditions

extrémes a la dégradation des hydrocarbures.

2.4.2 Adaptation de la flore bactérienne dans le milieu a base du

pétrole :

La culture bactérienne a été réalisée dans des erlenmayers de 250 ml contenant
100 ml du milieu de culture (milieu minéral + 3% (v/v) de pétrole brut + 2% (p/v) de
sol contaminé) dit milieu d’adaptation sous une agitation de 180 tr/mn (Cf. Photo
de la figure 11). Des repiquages successifs ont été effectués chaque 48h dans un
milieu neuf et la croissance bactérienne a été suivie par: observation
microscopique a l'aide d’'un microscope optique a contraste de phase (Olympus
BX50) et la mesure de la densité optique (DO) a 600 nm a laide d’un
Spectrophotomeétre (Shimadzu UV-160A) tandis que le suivi de la disparition de la
couche huileuse du pétrole durant la période d’incubation était une observation

visuelle permettant I'’évaluation de la dégradation du pétrole.
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Figure 11. Adaptation de la flore bactérienne contenue dans le sol contaminé a la

dégradation du pétrole brut

2.4.3 Isolement et purification des souches adaptées

Des dilutions jusqu’a 10 ont été préparées a partir du milieu d’adaptation pour
isoler les souches cultivées a base du pétrole. 0,1 ml de la suspension a été bien
étalée sur le milieu solide .Une incubation de 24h était suffisante pour I'apparition
des colonies bactériennes. La sélection est basée sur I'halo clair entouré la
colonie bactérienne signifiant la consommation du pétrole autour de la colonie. La
colonie prélevée est purifiée par repiquage successif selon la méthode de stries
afin d’obtenir des souches pures. Le milieu solide utilisé pour la purification des
souches adaptées est composé (g I'1) de : 10 peptone et 5 extrait de levure. Aprés
ajustement du pH a 7, 18 g d’Agar a été ajouté, le milieu est stérilisé a 121 °C

pendant 20 min. Ce milieu a été coulé dans des boites de pétri.

2.4.4 Conservation des souches obtenues :
Les souches obtenues sont conservés en les repiquant sur un milieu LB composé
(g I'"Y de : 5 d'extrait de levure, 10 de peptone et 5 de NaCl et 18 g d’agar. Le
repiquage de ces dernieres ce fait une fois par mois pour les cultures sur boite de
pétri et une fois chaque trois mois pour les tubes inclinés. La conservation a
longue terme (& — 80 °C) est réalisée sur milieu LB liquide additionné avec de 30%

du glycérol.
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2.5 Préparation de la solution du naphtaléne :

La solution mére du naphtaléne (20 g I"") est préparée on le dissout dans I'hexane;
lors du l'utilisation, la solution est ajoutée dans les flacons de fagons a obtenir la
concentration finale désiré qu'on les laisse pendant 3 a 4h dans une chambre

stérile a fin d'évaporer le solvant [56].

2.6 Sélection de la souche performante :

Dans le but d'étudier la biodégradabilitt du naphtalene, huit (08) souches
bactériennes codées comme suit : K1C, K1D, K1F, K1N, K1H, K7D, K7B, K7J qui
ont été isolées de I'étape précédente sont utilisées pour sélectionner la souche la
plus performante. Les huit souches sont inoculées séparément dans des flacons
de 250 ml contenant 50 ml de milieu de dégradation. La concentration du
naphtaléne est de 0,5 g I et les flacons sont incubés & 45 °C pendant 08 jours
sans agitation.

Les prélévements sont effectués chaque deux jours pour quantifier le naphtaléne
résiduel (selon la technique décrite ci-dessous paragraphe 1I-7.2). Le témoin
chimique est préparé de la méme fagon sans ajouter la souche bactérienne
(inoculum) alors que le témoin biologique se prépare en inoculant la bactérie dans

le milieu de dégradation mais sans ajouter le naphtaléne.

2.7 Etude des facteurs influencent la biodégradation :

2.7.1 Effet de la concentration initiale du substrat :
La concentration de I'hydrocarbure est un facteur limitant pour sa biodégradation
par son effet toxique en cas de dépassement de la concentration optimale.
Dans des flacons de 250 ml contenant 50 ml de milieu de dégradation, le
naphtaléne est ajouté a des concentrations égales & 0.05, 0.1, 0.2, 0.3 et 0.5g 1"
et les cultures bactériennes sont incubées a 45 °C en mode statique sans
agitation. Les prélévements sont effectués chaque deux jour afin de quantifier le

naphtaléne résiduel en suivant les mémes étapes précédentes.
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272 Le pH:
Dans des flacons de 250 ml contenant 50 ml de milieu de dégradation le pH de
solutions est ajusté a 5, 6.5, 7, 7.5, 8 et 8.5 et 10. La concentration initiale du
naphtaléne est 0.5 g I et le volume de culture bactérienne ajouté est de 2.5 ml.
Les cultures sont incubées a température égale a 45 °C en mode statique. Les
prélevements sont effectués chaque deux jour afin de quantifier le naphtaléne
résiduel.

2.7.3 La salinité :
La salinité de milieu est un facteur limitant dans le processus de biodégradation
des hydrocarbures, pour étudier ce parametre et dans des flacons de 250 ml
contenant 50 ml de milieu de dégradation, les concentrations en sel (NaCl%) dans
le milieu de dégradation sont 0%, 2%, 3% et 4%. La concentration du substrat est
de 0.5 g I"". Les prélévements sont effectués chaque deux jour afin de quantifier le
naphtaléne résiduel. Les cultures sont incubées a température égale a 45 °C en
mode statique.

2.7.4 Effet de la concentration de la source d’azote :
Afin d’étudier l'effet de la concentration d’azote dans le milieu sur la
biodégradation du naphtaléne, différentes concentrations de NH4ClI : 0, 0.1, 0.5 et
1 g I'" sont ajoutés au milieu de dégradation ot la concentration du naphtaléne est
de 0.5 g I"". Les prélévements sont effectués chaque deux jour afin de quantifier le
naphtaléne résiduel. Les cultures sont incubées a température égale a 45 °C en

mode statique.

2.7.5 Le volume d’inoculum :
Pour voir si la cinétique de la biodégradation dépend du volume d’inoculum, nous
avons inoculé des différents volumes de cultures bactériennes de 5, 10 et 15%
séparément dans des flacons de 250 ml contenant 50 ml de milieu de dégradation
ou la concentration du naphtaléne est toujours 0.5 g I"". Les cultures sont incubées
a une température de 45°C en mode statique et la quantification du naphtaléne
résiduel se fait chaque 02 jour.

2.7.6 Effet de co-substrat :
Dans les expériences précédentes le naphtaléne était la seule source de carbone
dans le milieu, I'ajout du glucose a différentes concentrations (0, 0.1, 0.5et2 g ™),

I'ajout de 0.2 g I"" d’acide salicylique, 0.2 g I"' d'acide benzoique et 0.2 g I de
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naphtol respectivement dans des flacons de 250 ml contenant 50 ml de milieu de
dégradation a pour but d’'identifier I'effet de cette deuxieéme source de carbone sur
la dégradation du naphtaléne dont la concentration est toujours 0.5 g I"". Les
prélevements sont effectués chaque deux jour afin de quantifier le naphtaléne
résiduel et les cultures sont incubées a température égale a 45 °C en mode
statique.
2.7.7 Effet du tensio-actif :
La biodisponibilité de I'hnydrocarbure est un facteur trés important lors de sa
biodégradation, I'ajout des surfactants est 'un des solutions possibles pour
solubiliser le naphtaléne. A fin de connaitre si I'ajout de surfactant a un effet positif
ou non sur le processus de la dégradation, trois surfactants ont été utilisés dans
cette étude a savoir : CTAB a 0.02% (p/v), SDS a 0.02% (p/v) et Tween 80 (1 ml)
qui sont ajoutés & 50 ml de milieu de dégradation qui contient 0.5 g I"" du
naphtaléne avec comparaison avec un milieu qui contient que de naphtaléne
comme témoin. Les prélevements sont effectués chaque deux jour afin de
quantifier le naphtaléne résiduel et les cultures sont incubées a température égale
a 45 °C en mode statique.
2.7.8 Tolérance de la souche bactérienne :

La résistance de la bactérie a des concentrations trés élevées de I'hydrocarbure
est un caractére trés important surtout dans le cas d'une contamination
accidentelle d’ou les concentrations sont relativement importantes est qui
devienne toxique pour la majorité des organismes vivants. L'examen de la
résistance de notre souche et méme sa capacité de dégrader des concentrations
plus ou moins importantes est effectué en ajoutant le naphtaléne a des
concentrations de 0.5, 1, 2, et 3 g I'" en respectant les mémes conditions de

culture.

2.8 Parameétres d’évaluation analytiques

2.8 .1 Suivi de la masse microbienne :
Généralement la dégradation du substrat est accompagnée par une augmentation
de la masse microbienne, cette derniére est suivie par la mesure de la turbidité du

milieu (TURBIDTY model 2100 A) et par la pesé de la masse séchée aprés



47

filtration lors de la biodégradation du naphtaléne. Les cultures sont incubées a
45°C pendant 10 jours et le pH du milieu est mesuré avant chaque prélevement.

2.8.2 Détermination de la concentration résiduelle du naphtaléne :
La quantification de naphtaléne est effectuée par UV-VIS (Shimadzu UV-1700A) a
une longueur d’onde égale a 266 nm, avec une cellule en quartz de 10 mm. La
longueur d’'onde est fixée aprés un balayage de quatre solutions de naphtaléne
avec différents solvants a savoir : le méthanol, '’hexane, I'acétone-hexane et le
milieu minéral utilisé dans la dégradation. Ces analyses sont confirmées par CPG
apres extraction avec le méme volume d'hexane, I'échantillon subit en suite une
agitation pendant 5 min pour dissoudre le naphtaléne dans I'hexane, centrifugé a
6000 tr/min pendant 10 min. La courbe d'étalonnage est préparée par des
solutions de naphtaléne dans I'hexane.
2.9 Test d’émulsification :
Ce test a été permet de vérifier la capacité des souches a émulsionner une phase
hydrophobe (gasoil ou huile) dans une phase hydrophile (Ile milieu de culture).
Le test consiste a mélanger 2 ml du milieu de culture avec 2 ml de gasoil ou
d’huile dans des tubes stériles. Les tubes sont agités pendant 3 min. Puis aprés
homogénéisation des deux phases, on calcul de l'index d’émulsion, en les
comparant au témoin qui est constitué du milieu de culture aseptique et de gasoil
et soumis aux mémes conditions. Les tubes sont laissés au repos pendant 24h a
température ambiante.[73]
Le calcul d’Ey4 est refait une deuxieéme fois pour vérifier la stabilité de I’émulsion.
Eos est le rapport de la hauteur de I'émulsion formée sur la hauteur totale du
mélange, multiplié par 100 selon la formule suivante :

E24 = (he / ht) x 100

Avec: he : hauteur d’émulsion.et ht : hauteur totale du mélange.

2.10 Mise en évidence du changement de la structure du naphtaléne par
IRTF :

La spectrométrie infrarouge a transformer de Fourier (IRTF) est trés largement
utilisé pour étudier la dégradation des composes organiques. Elle permet de
caractériser les fonctions chimiques de produits organiques. Une molécule

soumise a des radiations dans l'infrarouge peut absorber certaines d'entre elles a
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des longueurs d'onde qui correspondent aux fréquences de vibration des
groupements chimiques constitutifs. Cette méthode spectrale permet de suivre les
modifications qui se produisent dans le milieu durant le processus de
dégradation du naphtalene en détectant [I'appariton ou [I'absence des
groupements fonctionnels. Les échantillons sont préparés par micropastillage de
1 ou 2 mm dans du bromure de potassium (KBr) a une concentration d'environ
0,004% (1 mg échantillon / 250 mg KBr) en masse et soumis a une pression de 20
bar/cmz2. La pastille ainsi formée est analysée a l'aide d'un appareil de type
SHIMADZU de type FTIR 9800. Les spectres d’absorption infrarouge ont été
mesurés entre 400 et 4000 cm™ et enregistrés par un logiciel Huper tous les 8cm™.
Le spectre obtenu représente Abs = f (1) avec : Abs = Absorbance, nombre d'onde
= 1/\ exprimé en cm™.

2.11 Caractérisation micromorphologique et biochimique de la souche
bactérienne étudiée

L'examen microscopique a été réalisé :

- A l'aide d’un microscope électronique a balayage (MEB) de marque ESEM
XC30FEG qui permet un grossissement jusqu’a 2000 fois, piloté par un
ordinateur, ce qui donne une information sur I'aspect et la forme de la
souche bactérienne étudiée.

- Al'aide d’un microscope optique a un agrandissement de X40 qui permet la
détermination de la forme, la sporulation et la mobilité du germe.

La détermination de certains caractéres biochimiques de la souche étudiée a été

effectuée par les tests biochimiques de la galerie API E20.
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3. 1 Caractérisation physico-chimique de biotopes étudiés

Dans le but de connaitre les caractéristiques de I'échantillon du sol contaminé par
le pétrole brut, plusieurs parametres physico-chimiques ont été déterminés qui

sont regroupés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Caractérisation physico-chimiques du sol contaminé

Echantillon
Parameétres Bourbier 01 | Bourbier 02
Soluble 1,194 1,083
DCO (g/)
Totale 3,806 2,537
Inorganique 8,652 4,984
C (mg/)
Total 33,41 44,21
TPH (g/kg du sol) 59,07 16.37
Conductivité (ms) 17,32 13,95
Salinité (g/) 14,72 11,86
pH 7,50 7,25

D'aprés ces résultats (tableau 8), nous constatons que I'’échantillon n°1 est le plus
chargé en hydrocarbures totaux (59,07 g/kg du sol) par rapport au deuxieme

échantillon (n°2).

3. 2 Morphologie des souches bactériennes aérobies isolées a partir des

sols contaminés par le pétrole brut

L’isolement des souches bactériennes a été réalisé a 45 °C en utilisant un milieu
d’adaptation (milieu minéral + 3% (v/v) de pétrole brut + 2% (p/v) de sol
contaminé), le pétrole brut a été utilisé comme seule source de carbone et

d’énergie. La figure 12 montre une richesse en colonies obtenues aprés plusieurs
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étapes d’adaptation notons aussi I'apparition d’'un halo clair autour de la colonie

signifiant la dégradation du pétrole.

Figure 12 : Croissance des bactéries sur le pétrole brut avec I'apparition des halos claires
signifiant la consommation du pétrole.

Ainsi que l'observation microscopique a donné plusieurs formes de bactéries :
bacilles et coques qui se présentent sous forme simple, double ou chainettes
(figure 13).

Figure 13. Différentes formes de bactéries aérobies capables de croitre sur un milieu a base du
pétrole brut.

3. 3 Croissance de la flore bactérienne sur le milieu a base du pétrole brut :
Les figures 14 et 15 montrent la croissance des souches mésophiles et

thermophiles sur le milieu a base du pétrole brut.
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Figure 14. Les cinétiques de croissance de certaines souches mésophiles sur le pétrole brut
(3% viv).
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Figure 15. Les cinétiques de croissance de certaines souches thermophiles sur le pétrole brut
(3 % viv).

3. 4 Sélection de la souche performante :

Au total, huit souches thermophiles (K1C, K1D, K1F, K1N, K1H, K7D, K7B et K7J)
ont été choisies pour la sélection de la souche performante dont le naphtaléne
(0,5 g I'") représente la seule source de carbone et d’énergie dans le milieu de

culture. Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 16.
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Figure 16. Variation de la concentration de naphtaléne en fonction du temps en présence des
souches sélectionnées.

Les résultants obtenus révelent que la concentration résiduelle du naphtaléne
dans le milieu diminue de fagon significative en fonction du temps pour les huit
souches. La réduction du naphtaléne est observée dés le premier jour pour les
souches K1C, K1D, K1F, K1H et K7B alors que cette derniere est retardée pour
les souches K1N, K7D et K7J. Au bout de 5°™ jour, le taux d’élimination du
naphtaléne est presque la méme, une réduction de 99,97% est atteint a la fin du
cycle pour la souche K1C. Ce rendement trés intéressant nous a conduit a
sélectionner la souche K1C comme souche performante et d’utiliser cette souche
pour la poursuite de travail qui porte sur I'étude de I'effet des facteurs principaux
affectant la biodégradation du naphtaléne ainsi que la caractérisation de cette

souche.
3.5 Caractérisation préliminaire de la souche :

Les observations microscopiques sont visualisées sur la figure 17 (a et b).

Figure 17a. Observation par microscopique optique de la souche K1C (x40)
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Figure 17b. Observation microscopique (MEB) de la souche K1C

La souche K1C a une forme de bacille, Gram+, aérobie stricte elle a une tendance
a former une pellicule a la surface de milieu. En présence des conditions

défavorables du milieu de culture elle produise des endospores.

Tab 9: Les résultats de la lecture de la galerie API 20 E

ONPG | ADH |LDC |ODC | CIT |H.S |URE | TDA |IND |VP |GEL

K1C | + + + + + - - - + - +
GLU MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA | OX
+ - - - - - - +/- - -

Le traitement de 'ensemble des caractéres a permis de rattacher cette souche au
genre Bacillus tandis que lidentification au stade de I'espéce nécessitera une
caractérisation plus approfondie demandera un séquencage du géne de I'’ADN
correspondant a ’'ARN 16S.

3.6 Suivi de la masse microbienne et de pH :

Les résultats obtenus indiquent qu'il y a une activité microbienne en utilisant le
naphtaléene comme seule source de carbone et d’énergie, cela traduit par
'augmentation de la masse microbienne pendant le cycle de dégradation. Cette
augmentation de la masse microbienne est accompagnée par un accroissement
de la turbidité de milieu. Les deux figures (18 et 19) montrent les variations de la
turbidité de milieu et de la masse microbienne séche durant le processus de

dégradation du naphtaléne.
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Figure 18. Variation de la masse microbienne en fonction du temps en présence du naphtaléne
comme la seule source de carbone et d’énergie
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Figure 19. Variation de la turbidité du milieu en fonction du temps en présence du naphtaléne

comme la seule source de carbone et d’énergie.

Au cours de la dégradation, le pH augmente jusqu’a une valeur égale a 8,4 puis il

se stabilise autour de cette valeur. A la fin du cycle, on observe une légére

diminution du pH comme le montre la figure 20.
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Figure 20. Variation de pH du milieu de culture en fonction du temps pendant la dégradation.

Les variations du pH étaient dans le domaine de l'alcalinité qui est justifié par le
fait que cette souche semble étre une bactérie alcalinisante. Ce type de
microorganismes dégradent la source de carbone par voie oxydative libérant dans
le milieu surtout le CO, qui traduit une acidité du milieu mais ce n’est pas le cas.
L’alcalinisation du milieu est due a la désamination de la source d’azote qui

favorise la libération des groupements NH;" donnant ainsi un pH basique.
3.7 Facteurs affectant la biodégradation

3.7.1 Effet de la concentration initiale du substrat
Afin d’étudier le comportement de la souche K1C en face de la quantité du
polluant, des concentrations différentes du substrat, inférieures & 0,5 g I”", ont été

testées. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 21.
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Figure 21. Les pourcentages de dégradation sous I'effet de différentes concentrations initiales du
naphtaléne.
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Il est & noter qu’une concentration de 0,05 g I”" est inférieure a celle de la solubilité
du naphtaléne a 45 °C. Cette faible concentration rend le contact entre la souche
et le substrat difficile (en mode statique). Durant les deux premiers jours de
dégradation, l'efficacité de dégradation est proportionnelle a la quantité du
substrat ; plus la quantité élevée plus le taux d’élimination est augmente. Aprés le
deuxieme jour de dégradation, les concentrations de naphtaléne évoluent de la
méme maniere quelque soit la concentration initiale du substrat. Le taux de
dégradation est moins important aprés le 1 jour lorsque la concentration initiale
égale a4 0,05 g I”", & partir du 3°™ jour les taux de dégradation sont proches pour
les quatre concentrations et donc on peut dire que la souche K1C comporte de la
méme fagon pour les concentrations 0.1, 0.2 et 0.3 g I"". Des études rapportent
que les concentrations élevées des HAP ont un effet positif sur la croissance des
bactéries car ces derniers sont la seule source de carbone, par contre les faibles
concentrations est un facteur limitant pour la croissance bactérienne. Nozila
(2009) rapporte que une concentration de 0,1 g I a été dégradée totalement
aprés 6 jours d’incubation (méme pour 0,5 g I'") alors seulement 30% du
naphtaléne a été dégradée lorsque Co = 1 et 5 ppm. Aprés 15 jours, 82%
seulement de naphtaléene a été éliminée pour ces concentrations (température
30°C).[74]. Chen Lin (2010) rapporte que la concentration restante du naphtaléne
est seulement 0.92 mg I"" en 3 jours lorsque la concentration initiale du naphtaléne
est de 100 mg I"", lorsque la concentration augmente de 100 & 450 mg I ; le
pourcentage d’élimination diminue de 99% a 63% apres 3 jours; la présence
d’'une concentration moyenne du naphtalene dans le milieu provoque une force
motrice importante pour réduire la concentration du substrat, de le solubilisé pour

I'utiliser comme source de carbone nécessaire pour la croissance bactérienne.[75]
3.7.2 Effet de pH du milieu :

Généralement les bactéries hétérotrophes sont neutrophiles, les valeurs choisies
sont 5, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5 et 11. Le comportement de la souche K1C vis-a-vis la

variation de pH du milieu est illustrée dans la figure 22.
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Figure 22. Effet de la variation du pH en fonction de temps sur la dégradation du naphtaléne en

présence de la souche K1C.

Le comportement de la souche est presque le méme pour les cing valeurs du pH
ce qui montre que la biodégradation du naphtaléne par la souche K1C suit la
méme cinétique dans la gamme de 6,5 a 8,5 incluant généralement les pH des
milieux aquatiques [11]. Parmi les facteurs qui affectent la biodégradation des
HAP ; le pH est un parameétre trés important ; le changement du pH de milieu peut
altérer les charges électriques dans les groupements chimiques des enzymes. Le
processus de transport et la solubilité des nutriments. La dégradation du
naphtaléne est dans la gamme de pH allant de 5 a 11 ; la plus faible concentration
du naphtaléne est observé a pH = 7.0, plus de 90% de naphtaléne est dégradé
lorsque le pH de milieu est dans I'entourage de 6.5 — 8.5. La dégradation diminue
lorsque le pH est inferieur a 6 ou supérieur a 8.5. Le pourcentage de réduction le
plus élevé est révélé lorsque le pH de milieu est de 7 (99.53%) ce qui confirme
que la croissance des bactéries hétérotrophes étant favorisée par un pH proche
de la neutralité ou Iégérement basique [74,75], la dégradation de naphtaléne par
notre souche est inhibé lorsque le milieu est basique. Ces résultats coincident
avec plusieurs travaux, qui montrent que la croissance bactérienne est trés
favorable dans l'intervalle de pH [6-8] ; il est remarqué que les milieux acides ou
alcalins affectent I'activité bactérienne et donc la dégradation de naphtalene. Des
valeurs suffisamment extrémes (cas des sols ou quelques effluents) peuvent

inhiber la biodégradation.
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3.7.3 Effet de la salinité
La salinité est aussi I'un des parameétres importants influencant le processus de
biodégradation des hydrocarbures, les résultats expérimentaux de la figure 23
montrent que la souche bactérienne K1C supporte une concentration en sel égale
a40g 1. Il est & noter que 5% de NaCl (50,000 ppm), proche & la salinité de I'eau
de mer, est la limite supérieure de la tolérance des microorganismes des sols et

des eaux douces [7].

100 +
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og -+~
97 1~ B NaCl= 0%
56 1" BMMacCl=1%
% de dégradation 95 ) MNa Cl = 2%

o4

. B MaCl=3%
93 -+

W MaCl = 4%
92 -
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Figure 23. Les pourcentages de la dégradation du naphtaléne en différentes concentrations de
NaCl.

Généralement, 'augmentation de la concentration du sel au dela de 4% est
accompagnée par une diminution de la réduction des hydrocarbures mais I'effet
de la salinité ne suit pas une loi précise [76], dans notre cas le pourcentage de
dégradation a 0% de NaCl est supérieur a celui de 1%, ce dernier est inférieur a
celui de 2%. Dariush Minai-Tehrani [77] a rapporté que la salinité optimale de
dégradation dépend de I'’hydrocarbure a dégrader ; la biodégradation de pétrole
brute est élevée en absence de sel alors que la dégradation du mélange
d’hydrocarbures est optimale a 1%. La réduction du phénanthréne, anthracéne et
pyrene est élevé a 1% de NaCl, contrairement aux fluoranthéne et chryséne ou

elle est optimale a 0% de NaCl.
3.7.4 Effet de la concentration de la source d’azote :

La présence des nutriments a été classée comme 'un des facteurs trés importants
qui affecte la biodégradation du naphtalene. La figure 24 présente les résultats

obtenus lors de I’étude de I'effet de la concentration d’azote.
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Figure 24. Les pourcentages de la dégradation du naphtaléne en fonction du temps a différents
rapport C/N.

Ces résultats montent bien que la présence d’azote dans le milieu joue un role
trés important dans le processus de biodégradation du naphtaléne. Les nutriments
disponibles peuvent étre diminues rapidement durant le métabolisme microbien ;
I’azote sous la forme de NH,4ClI est trés important pour la croissance des cellules et
sa biodisponibilit¢ qu’influe sur la biodégradation du naphtaléene seulement
33.12% de ce dernier a été dégradé apres 08 jours en absence d’azote, le
rendement d’élimination le plus élevé est révélé lorsque le rapport C/N= 1.25
(98.20%) ceci indique que ce rapport est optimal pour une bonne dégradation de
naphtaléne. Sachant que la concentration d’azote est en fonction de la
concentration de substrat (le naphtaléne). Des études antérieures montent que la
diminution d’azote est accompagnée par une diminution de la biodégradation.
C’est pourquoi que toutes les expériences qui ont suivi la biodégradation de
naphtaléne complétant 'eau de mer avec des sources d’azote et de phosphore
[75,78].

3.7.5 Effet du volume d’inoculum :
Dans le but d’évaluer I'effet de la concentration d’inoculum sur la dégradation du
naphtaléne, différents volumes d’'inoculum ont été testés. La figure 25 a permis de

mettre en évidence la relation entre la concentration d’inoculum et le taux de la

biodégradation.
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Nous remarquons que les concentrations résiduelles du naphtaléne sont

identiques pour les volumes d’inoculum de 10 et 15% par rapport a celle de 5%.

100 7
99 7

og +
97 +

% de dégradation gg i
os |~ = 10%
94 1~ 15%
o3 +
oz 7

-~ : I —

91 T T

2 jours 4 jours 6 jours 2 jours 10 jours

Figure 25. Les pourcentages de dégradation du naphtaléne a différents volumes d’inoculum en
fonction du temps d’incubation (jours).

Les taux de dégradation pour les trois inocula sont presque identiques puisque
aprés le 2°™ jour la masse microbienne trouvée dans le milieu est la méme car
apres 48h la croissance bactérienne est en phase exponentielle ou la masse
microbienne est distribué uniformément dans le milieu (10" UFC/ml), alors la
dégradation de naphtaléne par la souche K1C se fait de la méme fagon dans les
trois flacons. Le pourcentage de dégradation augmente avec I'augmentation de la
concentration d’'inoculum et stabilise finalement — équilibre chimique - dans cette
phase l'activité enzymatique est maximale [74]. La concentration résiduelle du
naphtaléne diminue rapidement lorsque la concentration d’inoculum varie de 5% a
10% plus de 97% du naphtaléne est dégradé aprés 2 jours lorsque I'inoculum est
de 10% ; le méme pourcentage est maintenu lorsque l'inoculum est de 15%. Le
taux de dégradation est presque le méme pour les trois concentrations apres le
2°M® jour. Ceci indique que le temps nécessaire pour la multiplication de petite
population active est suffisant pour dégrader le naphtaléne. Des résultats
similaires montrant la relation entre la biodégradation de chlorpyrifos et la densité

d’'inoculum en utilisant 'espéce Bacillus pumilus [75].



3.7.6 Effet de I’'ajout de co-substrat en présence du naphtaléne :
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L'incorporation d’autres sources de carbone dans le milieu peut affecter la

cinétique de la dégradation du naphtaléne, les effets de I'ajout de glucose et

I’'acide salicylique sont donnés dans les figures 26a et 26b.
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Figures 26a. Effet de I'ajout de co-substrat sur la dégradation du naphtaléne en fonction du temps.

m : milieu ; n: naphtaléne ; g : glucose ; sg : sans glucose.

Ces résultats montrent que la concentration du naphtaléne diminue en fonction du

temps malgré le milieu contient une deuxiéme source de carbone (glucose ou

acide salicylique), mais avec des vitesses de dégradation différentes ce que

signifie que la bactérie K1C utilise le naphtaléne en paralléle avec le glucose ou

I'acide salicylique, I'acide benzoique et le naphtol.
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Figure 26b : Effet de co-substrat sur la dégradation du naphtaléne par la souche K1C
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La présence de glucose dans le milieu affecte le taux de dégradation dans les
premiers jours, cette Iégére diminution des taux de dégradation peut étre due a la
consommation du glucose qui est facilement biodégradable. Le naphtaléne est
donc utilisé comme source de carbone secondaire se qui justifie 'augmentation
remarquable des taux de dégradation au cours de I'expérience. Le taux de
dégradation du naphtaléne reste toujours inférieur par rapport au contréle lorsque
I'acide salicylique est présent dans le milieu car la dégradation du ce dernier est
lente par rapport au glucose est donc le naphtaléne se dégrade toujours en
parallele avec la deuxiéme source de carbone [79, 80, 81]. On conclu que la
présence d'une deuxiéme source de carbone ralentit la biodégradation du

naphtaléne.
3.7.7 Effet de I’'ajout d’un surfactant :

Les hydrocarbures sont généralement des composes insolubles ou peu solubles,
dans notre cas la solubilité de naphtaléne dans I'eau est de I'ordre de 30 mg I”" a
T= 25 °C, les surfactants sont des agents qui augmentent la solubilité en formant
des liaisons entre I'eau et le naphtaléne. Afin d’étudier I'effet de surfactant sur la
biodégradation du naphtaléne, trois types de surfactants ont été choisis pour cette
série d’expériences a savoir le Tween 80, SDS et CTAB. Les résultants obtenus
(figure 27) montrent que les concentrations résiduelles du naphtaléne diminuent
d'une facon différente dans chaque flacon en présence d’un surfactant particulier.
La faible concentration résiduelle du naphtaléne est obtenue en présence de SDS.
En revanche, le faible taux de dégradation du naphtalene est observé par I'ajout
de Tween 80.

’ mshs
% de dégradation g5 7
0 W CTAE

Tween 20

2jours Sjours Gjours Tjours Zjours

Figure 27. Les pourcentages de dégradation du naphtaléne par la souche K1C en présence de
différents surfactants.
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On observe que I'ajout de surfactant n'augmente pas le taux de dégradation du
naphtaléne par la souche K1C par contre il diminue ce dernier on le compare avec
le contréle. Cependant, I'ajout de Tween 80 ralentit la dégradation du naphtaléne
d'une fagon remarquable ou le taux de dégradation est de 69,34% aprés 8 jours
par rapport aux SDS et CTAB ou les taux arrivent a 97,41% et a 91.59%
respectivement. De nombreuses études qui traitent I'effet de surfactant sur la
biodégradation des HAP montrent que le taux de dégradation est en fonction du
type de surfactant ajouté et I'hydrocarbure utilisé comme substrat [82,83].
Gang Chen [62] a rapporté que le taux de dégradation du naphtaléene n’a pas
changé en présence de SDS, par contre ce dernier diminue en présence du T-
maz-80 et CA-620 et la dégradation est inhibée par la présence du SDBS. Pour le
phénanthréne le taux de dégradation est diminué en présence de SDS et inhibé
par la présence de SDBS, CA-620 et T-maz-80. La diminution des taux de
dégradation peut étre due a l'utilisation de tensio-actif comme une source de
carbone et d'énergie par la souche K1C, cette hypothése est rapportée par des
études qui ont montré que les bactéries utilisent le tensio-actif comme source de
carbone [5]. Généralement, les bactéries dégradent les hydrocarbures produisent
des biotensio-actifs et I'addition d'un autre tensio-actif inhibe la production de ce
biotensio-actif.
3.7.8 Tolérance de la souche K1C aux fortes concentrations

Lorsque la concentration du naphtaléne est trop élevée dans le milieu, la masse
microbienne sera inhibée, le but de cette expérience est de savoir si la souche
K1C résiste a des concentrations supérieures a 0,5 g I”'. Les résultats obtenus

sont indiqués sur la figure 28.

100
g0 7
80
70
g0
50
a0
30
20 17
10 1

M 2 jours
% de dégradation

10 jours

20 jours

c=1g/l c=2g/l c=3g/l

Figure 28. Tolérance de la souche K1C vis-a-vis des concentrations élevées du naphtaléne.
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Le taux de dégradation diminue en fonction de la concentration initiale du substrat,
la souche K1C est capable de dégrader des concentrations trés importantes du
naphtaléne qui arrivent & 3 g I" mais avec des taux moins importants que si la
concentration est de 0.5 g I'. Des concentrations trés élevées peuvent étre
toxiques pour les bactéries et inhibent le processus de dégradation, des études
ont montré que certaines espéces comme Nocardia, Pseudomonas et Bacillus
sont capables de dégrader des concentrations importantes du naphtalene peuvent
arriver jusqu'a 6 g I" [5, 78, 84]. Puisque la souche K1C dégrade une
concentration de 3 g I' de naphtaléne, donc le milieu n'est pas toxique et possible

que la souche peut supporter des concentrations plus élevées [85].

3.8 Test d’émulsification et détermination de E24 :

La biodégradation des HAP dans les milieux aqueux peut étre favorisée par
I'addition du tentio-actif chimique qui réduit la tension superficielle et augmente la
fraction soluble des HAP; ces tensio-actifs peuvent étre plus ou moins toxiques
pour la faune et la flore aquatique ; mais des études ont montré que quelques
bactéries sont capables de produire un biotensio-actif qui est facilement
biodégradable et ne présente aucun risque pour I'environnement (exemple:
Bacillus firmus, Bacillus Subtilis). Les résultats trouvés dans notre cas montrent
que la souche K1C produise un biotensio-actif avec Ez4 = 45%, la culture de K1C
forme une phase émulsifiante avec le pétrole, I'huile et le gasoil (CF. Photos de la
figure 32).

Cooper et Goldenberg [86] rapportent que deux espéces de genre Bacillus spp ont
une capacité émulsifiante de 60%, alors que Kosaric [87] rapporte que la capacité
émulsifiante de Nocardia sp est de 46%. La forte capacité d’émulsification est
révélée chez B. pumilus (100%) apres trois jours de stockage, elle forme une
émulsion trés stable du pétrole dans l'eau [88, 89]. Des souches de
Pseudomonas isolées du méme site (Hassi Massoud) montrent une capacité

emulsifiante de 33,33 % et 37,5 % (travaux en cours).



Figure 29. Résultats de test d’émulsification produit par la souche K1C

3.9 Mise en évidence du changement de la structure du naphtaléne et
proposition de la voie la biodégradation :
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Plusieurs études sur la biodégradation du naphtaléne, proposent le mécanisme de

dégradation de ce dernier en identifient les métabolites intermédiaires [42, 90, 91].

L’analyse par IR a permis d’obtenir des spectres qui montrent des changements

fonctionnels durant le processus de biodégradation du naphtaléne par la souche

K1C. L’'ensemble de résultats de I'analyse par IF sont représentés sur les figures

30a -30b -30c.
[ ] ; P e » : 0 T T 1
B " M et bl ety e g :
! : i : ]
1 : : 1 : : {
a = "
o 3 H ! t i : i
. i ) i 1 . . i
078 —f----= ke i - s i e F i
4 ¥ : : : : ¢
4 | " ‘ ' . : : E
it Ig;" : ': - = i :
1§ha 0% F 4 ) JUSS 8- S 1 I SUS SRS E
o e i kit o : 1% £33 : ; : ]
it :ﬁz P TS -] §!. : : :
4 : ¥ I I T S A g b oa i :
" W [ ] e A L -
| dal : 3 11t i :
. AL : P\l : 3
m’} ““““““““““““““ e s P ?'”-f‘;;g;-_i":"““"’. """" i I
] | e PN : i
| ' \ - : 5 5 :
i : I TR NI NSRS SIS (SR, S SR
0"‘5’"“"' - _._. g ! - : ___E 2 2 I g e
4000 'aso0  s000 2800 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Figure 30a. Spectre infrarouge de la biodégradation du naphtalene par K1C aprés 1 jour

d’incubation.



S I | I
Abs ‘
. :
OTE TR % B
Pl 5
06— -—-- s S
E : RE_EE
| : Ba.°
': g =
026 ~-==~=-= e =
| i
! :
Sl CRN—. -
4000 3500 3000
s

: “ i
: i :
) | i
. | :
; | :
i 8§ FR
1 Ere 3
: i !—ZEE.'_'R
: Pl eda
; | o
E 1 i\
y 1
: :
| '
|
i
i
'
2500 2000 1750

1500

1250

1T

________

A000

TEO

L1

66

Aom

Figure 30b. Spectre infrarouge de la biodégradation du naphtaléne par K1C aprés 10 jours

d’incubation.

Aprés une journée d’incubation, le spectre IR nous a permis de distinguer un

groupement fonctionnel particulier & 1743.71 cm™ relatif & la présence d’un

groupement carbonyle (C=0) et un autre double pic indiquant I'apparition d’'une

chélation a 2364.81 et 2333.94 cm™. L'intensité de ces deux pics augmente

(devient trés importante apres 10 jours). Mais aprés 30 jours, ces pics relatives au

chélation disparaisse indiquant une décarboxylation (- CO) et la formation d’apres

le spectre et la littérature de la molécule catéchol.
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Alors et selon nos résultats, on peut proposer le mécanisme suivant comme le

mécanisme de biodégradation du naphtaléne par la souche K1C (figure 31).

Maphthalens dioxygenase

Salicylic acid

v OH OH
LH oy '
,f» A i N P WL W A
[ ] - | L L
"‘ SN S “~cooH
Maphthalens 1,2 dihydroxy naphthalene “ . OH
N
1,2 dihydro-1,2 dibvwdroxy f
naphthalena Ty ~ oy

Figure 31. Mécanisme proposé pour la biodégradation du naphtaléne par la souche K1C
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CONCLUSION

Dans le cadre de ce présent travail, nous avons essayé d'apporter notre
contribution a I'étude de la biodégradabilité du naphtaléne comme modéle des
hydrocarbures aromatiques polycycliques par des souches thermophiles isolées
localement. La dégradation de ce composé par des souches mésophiles est
largement étudié mais celle par des souches thermophiles reste toujours
insuffisante pour établir un mécanisme de référence. Les essais montrent que le
naphtaléne a une concentration de 0.5g/l est complétement dégradé par cette
souche thermophile au bout de 10 jours d’incubation a 45°C et a pH neutre.
L’'influence des paramétres physico-chimiques sur la biodégradation du
naphtaléne a été étudiée et les résultats trouvés montrent que le pH=7 et la
salinité de 2% sont les conditions optimales pour la dégradation de ce composé
par la bactérie K1C. La présence d’une autre source de carbone dans le milieu
affecte le taux de dégradation de naphtaléne, ce qui justifie le temps de séjour
élevé pour la dégradation du naphtaléne dans le milieu naturel ou il se trouve
souvent en présence d’autres composeés, I'accumulation de sous produits comme
I'acide salicylique dans notre cas rend la dégradation des haute concentrations du
substrat trés lente. Généralement les bactéries dégradant le naphtaléne en
produisent un biosurfactant. La capacité émulsifiante de la bactérie K1C est de
45%, I'ajout d’un autre tensio-actif au milieu inhibe cette production et affecte le
taux de dégradation, certaines études montre que ces surfactants peuvent étre
utilisées comme une deuxiéme source de carbone [5]. Et donc il apparait
nettement que la biodégradation des hydrocarbures est un processus complexe
qui dépend de la nature et des quantités d’hydrocarbure en présence, des
conditions environnementales et de la composition des communautés
microbiennes.
Ce travail présenté ici est réalisé en une durée limitée et il est loin de venir au bout
des probléemes envisagés. D’autres travaux devraient porter sur les points
suivants :

- Etudier les mécanismes réactionnels de la biodégradation et déterminer les

enzymes responsables de ce phénoméne.
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Application a grande échelle par l'utilisation des enzymes purifiées en
mode immobilisé.

Elargir I'’étude sur la biodégradabilité d’autres hydrocarbures aromatiques
polycycliques (pure ou mixte).

Identification compléte de la souche KIC par les outils de la biologie
moléculaire.
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APPENDICE 1
Variation de la concentration de naphtaléne résiduelle dans le milieu analysé
par CPG
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